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Гипертрофическая кардиомиопатия (ГКМП)  –  наследственная патология сердца, обусловленная 
мутациями в генах саркомеров, которая сопровождается фиброзом миокарда в сочетании с про-
грессирующей сердечной недостаточностью и аритмиями. Исследования последних лет позволяют 
предполагать, что в развитие ГКМП вовлечены также нарушения в механизмах регуляции экспрес-
сии генов. МикроРНК  – короткие некодирующие РНК  – относятся к одному из типов таких ре-
гуляторов. Как правило, одна молекула микроРНК регулирует на посттранскрипционном уровне 
множество генов-мишеней, кодирующих различные белки, в связи с чем установление роли той 
или иной микроРНК в патогенезе заболевания затруднено. В представленной работе мы отобрали 
в базе данных PubMed 15 микроРНК, экспрессия которых ассоциирована с фиброзом миокарда – 
одним из ключевых патологических процессов при ГКМП. При помощи разработанного нами ранее 
алгоритма проведён in  silico поиск сигнальных путей, регулируемых этими микроРНК. Оказалось, 
что 10  микроРНК из их числа вовлечены в регуляцию TGF-b/SMAD-сигнального пути. При этом 
среди генов SMAD-сигнального пути мишенью большинства рассматриваемых микроРНК служит 
ген  MYC, который вовлечён в развитие фиброза в некоторых тканях. Вывод о регуляции того же 
TGF-b/SMAD-сигнального пути набором других микроРНК, ассоциированных с гипертрофией мио-
карда при ГКМП, был сделан в нашем предшествующем исследовании. Совпадение результатов двух 
независимых биоинформатических исследований свидетельствует о том, что SMAD-сигнальный путь 
действительно служит ключевым объектом регуляции патологических процессов при ГКМП. Полу-
ченные результаты вносят существенный вклад в понимание патологических процессов, лежащих в 
основе развития ГКМП.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фиброз, микроРНК, гипертрофическая кардиомиопатия, ГКМП, in silico  анализ, 

сети взаимодействия генов, TGF-b/SMAD-сигнальный путь.

DOI: 10.31857/S0320972522070016, EDN: AUYHOL

Принятые сокращения: ГКМП  – гипертрофическая 
кардиомиопатия; LCC – самая большая компонента связ-
ности (The Largest Connected Component).

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Гипертрофическая кардиомиопа-
тия (ГКМП) – одна из самых распространён-
ных форм наследственных кардиомиопатий. 
Замещение ткани сердца соединительной тка-
нью – фиброз миокарда – ведущий патогене-
тический механизм в развитии сердечной недо-
статочности, аритмий или внезапной сердечной 

смерти, которые неизбежно возникают при 
прогрессировании ГКМП [1]. Сложившееся 
представление о ГКМП как о заболевании, воз-
никающем вследствие мутаций в генах белков 
саркомеров [2], претерпело за последние годы 
существенные изменения. Среди пациентов 
с ГКМП только в 60% случаев обнаруживаются 
подобные мутации, что позволяет выдвинуть 
предположение о вовлечённости в патогенез 
заболевания механизмов регуляции экспрес-
сии генов на различных уровнях, в том числе на 
уровне регуляторных микроРНК [3, 4].

МикроРНК представляют собой небольшие 
некодирующие РНК (средняя длина 22 нуклео-
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тида), которые регулируют экспрессию генов 
на посттранскрипционном уровне [5]. По дан-
ным 22-го релиза курируемой базы miRBase, в 
организме человека обнаружено 2654 зрелых 
микроРНК [6]. Показано, что при различных 
сердечно-сосудистых заболеваниях, и в част-
ности при кардиомиопатиях, уровни отдель-
ных микроРНК могут изменяться и в плазме 
крови, и в миокарде [3, 7, 8]. При этом каждая 
микроРНК имеет большое количество ге-
нов-мишеней, что затрудняет поиск и интер-
претацию функций и роли в патогенезе даже 
тех микроРНК, для которых уже была показана 
ассоциация с заболеванием. Ранее мы предло-
жили алгоритм для предсказания регуляторной 
функции отдельно взятых микроРНК, осно-
ванный на in silico анализе структуры сети их 
генов-мишеней [9]; впоследствии он получил 
обобщение для предсказания функции сово-
купности нескольких микроРНК [10]. В пред-
ставляемой работе проведён отбор и после-
дующий in silico анализ функций микроРНК, 
связанных с фиброзом миокарда, как ключе-
вым патогенетическим процессом при ГКМП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Отбор микроРНК, ассоциированных с фи-
брозом миокарда. В базе данных PubMed прове-
дён поиск публикаций, содержащих индексиру-
емые в MeSH-базе термины «cardiomyopathies», 
«miRNA» и «fi brosis», в период с 2008 г. до фев-
раля 2022 г., и составлен перечень обнаружен-
ных микроРНК.

Дальнейший отбор микроРНК из числа 
упомянутых в этих работах проводили следую-
щим образом. Среди публикаций выбирали те, в 
которых для микроРНК была показана ассоци-
ация и/или корреляция с фиброзом миокарда и 
проведены эксперименты с изменением уров-
ня микроРНК (подавление и сверхэкспрессия 
микроРНК). Если в работе изучали лишь одно-
направленное изменение уровня микроРНК, 
среди таких публикаций мы отбирали те, в 
которых были проведены дополнительные 
эксперименты по изучению роли микроРНК, 
такие как поиск потенциальных мишеней 
микроРНК, оценка связывания микроРНК с 
мишенью, изучение влияния взаимодействия 
микроРНК с мишенью на различные показа-
тели фиброза. Работы, посвящённые изучению 
циркулирующих микроРНК, были исключены 
из рассмотрения, так как уровни микроРНК 
в плазме крови могут не отражать их уровни 
в тканях. В случае, когда исследование было 
проведено на клетках мышей или крыс, отби-

рали микроРНК, которые либо идентичны по 
нуклеотидному составу микроРНК человека, 
либо выполняют у человека сходные функции.

В некоторых публикациях не было указано, 
какую зрелую микроРНК брали для исследова-
ния. В таких случаях, используя базу miRBase, 
мы выбирали те зрелые микроРНК, для кото-
рых наименование в графе «Previous IDs» со-
впадало с наименованием в рассматриваемой 
статье.

Анализ возможной функции микроРНК. Для 
предсказания функций микроРНК использо-
вали обобщённый алгоритм, подробно описан-
ный в работах Osmak et al. [9, 10]. Программ-
ный код, которым проведён анализ отобранных 
микроРНК, доступен по ссылке (онлайн-репо-
зиторий, https://github.com/GJOsmak/miRNET_
fi brosis).

Вкратце, сначала мы строим отдельную 
сеть взаимодействий продуктов генов-мише-
ней каждой из отобранных микроРНК, ко-
торые экспрессируются в ткани сердца. Узлы 
сети представлены белковыми продуктами 
этих генов. Любая пара узлов имеет связь, 
если «минимальная необходимая оценка вза-
имодействия» по базе данных STRING (база 
данных белок-белковых взаимодействий, 
https://string-db.org/, по состоянию на 18 де-
кабря 2020 г.) оценивается не менее 0,9 с на-
стройками по умолчанию. Из каждой по-
строенной сети извлекается самая большая 
компонента связности (The Largest Connected 
Component, LCC). Для каждого узла в LCC 
рассчитывается нормализованная степенная 
центральность и центральность по посредни-
честву. Далее мы удаляем узлы из каждой LCC 
один за другим в порядке от наибольшей сум-
мы обеих центральностей к наименьшей. По 
мере удаления узлов LCC постепенно распа-
дается на отдельные связанные компоненты, 
а её мощность (количество входящих в неё 
узлов) падает. В тот момент, когда LCC пере-
стаёт активно распадаться, а мощность LCC 
выходит на плато, мы останавливаем процесс 
и рассматриваем все удалённые узлы как клю-
чевые гены, необходимые для связности по-
строенной сети. (Более подробное описание 
можно найти в статье Osmak et al. [9].) Далее, 
используя два набора, «микроРНК» и «сиг-
нальные пути» онлайн-базы данных биологи-
ческих путей Reactome (далее  – сигнальные 
пути Reactome), связанные через отобранные 
ключевые гены, получаем инъективную функ-
цию: «ключевые гены микроРНК → сигналь-
ные пути Reactome». Рассматривая наборы 
«микроРНК» и «сигнальные пути Reactome» 
в качестве узлов сети, а набор сопоставлений 
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«ключевые гены микроРНК → сигнальные 
пути Reactome» в качестве рёбер, мы строим 
двудольный неориентированный граф, или 
сеть «микроРНК–сигнальные пути Reactome». 
Если построенная сеть содержит не менее двух 
связанных микроРНК (т.е. микроРНК, сое-
динённых друг с другом через последователь-
ность рёбер и других узлов), ищем минималь-
ное количество узлов из набора «сигнальных 
путей Reactome», связанных с наибольшим ко-
личеством микроРНК, используя жадный ал-
горитм (greedy algorithm), подробное описание 
которого дано в статье Osmak et al. [10].

Оценку статистической значимости из-
влекаемых модулей проводили, исходя из би-
номиального распределения степеней узлов, 
соответственно, p-value задавалось как вероят-
ность того, что выбранный узел-ген (или груп-
па узлов-генов) будет иметь такое или большее 
число связей с узлами-микроРНК. Поправку 
на множественные сравнения вводили по Бон-
феррони, как это описано ранее [10].

Далее для получения конкретных генов-ми-
шеней строили двудольный граф микроРНК и 
их генов-мишеней, которые относятся к ото-
бранным сигнальным путям. Гены-мишени с 
наибольшей входящей степенью узла считали 
главными акцепторами регуляторных эффек-
тов микроРНК.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В результате поиска в базе данных PubMed 
по запросам, приведённым в разделе «Мате-
риалы и методы», найдено 58 публикаций. Из 
составленного перечня обнаруженных в этих 
публикациях микроРНК, согласно критери-
ям, описанным в разделе «Материалы и ме-
тоды», было выбрано 15 микроРНК, ассоци-
ированных с фиброзом миокарда. Из них для 
девяти – hsa-miR-24-3p, hsa-miR-29b-3p, hsa-
miR-30a-5p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-203-3p, 
hsa-miR-214-3p, hsa-miR-325, hsa-miR-891a-
3р, hsa-let-7d-5p  – описано антифибротиче-
ское действие; а для шести – hsa-miR-21-5р, 
hsa-miR-25-3p, hsa-miR-130a-3p, hsa-miR-145-
3р, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-223-3p – профи-
бротическое действие (таблица).

Построение сетей взаимодействия генов-
мишеней и извлечение из них ключевых ге-
нов оказалось невозможным для всех 15 вы-
бранных микроРНК; из их числа пришлось 
исключить hsa-miR-325, hsa-miR-145-3p и hsa-
miR-891a-3p в связи с недостатком надёжных 
данных о взаимодействии белковых продуктов 
их генов-мишеней.

Для поиска сигнальных путей Reactome, 
связанных с большинством из оставшихся 
12 микроРНК через их ключевые гены, мы, 
как и ранее [10], использовали жадный алго-
ритм (рис. 1, а).

На первой итерации алгоритма мы опреде-
лили SMAD-модуль, показанный на рис. 1, б, 
который содержит участок SMAD-сигналь-
ного пути (в сигнальных путях Reactome он 
обозначен как SMAD2/SMAD3:SMAD4-гете-
ротример). Он перепредставлен ключевыми 
генами-мишенями 10 микроРНК, а именно: 
hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-25-3p, 
hsa-miR-29-3p, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-130a-
3p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-
203a-3p и hsa-let-7d-5p. Для случайного набора 
из 12 микроРНК вероятность получения такого 
модуля, содержащего не менее 10 микроРНК, 
нацеленных на этот путь, составляет 9,41 × 10–5 
c поправкой на множественные сравнения по 

Рис. 1. Предсказание функции отобранных микроРНК 
при помощи жадного алгоритма. Каждая сеть представля-
ет собой двудольный граф, содержащий два набора узлов: 
набор микроРНК (отмечены красным) и набор сигналь-
ных путей Reactome. Узлы из набора микроРНК и набо-
ра сигнальных путей Reactome соединяются ребром, если 
ключевые гены-мишени микроРНК перепредставлены 
в наборе сигнальных путей Reactome. a – Две итерации 
жадного поиска сигнальных путей Reactome, связанных 
с выбранными микроРНК в исходной сети. б – Модуль, 
выявленный после первой итерации жадного алгоритма, 
который содержит участок SMAD-сигнального пути и свя-
занные с ним 10 микроРНК. в – Модуль, выявленный по-
сле второй итерации, содержащий один сигнальный путь 
«Клеточное старение», связанный с двумя микроРНК.
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Выбранные для анализа сетей взаимодействий генов-мишеней микроРНК, которые, по данным литературы, 
ассоциированы с фибротическим процессом в тканях миокарда, культурах кардиомиоцитов или фибробластов

микроРНК Объект исследования Наблюдаемый эффект Ссылка

Антифибротические микроРНК

miR-24
миокард мыши; культура 
фибробластов сердца крысы

снижает уровни экспрессии коллагена I и III типов, α-SMA 
и фибронектина; улучшает гистологическую картину 
фиброза миокарда; подавляет миграцию и пролиферацию 
фибробластов

[11]

miR-29b
миокард мыши; культура 
фибробластов сердца мыши

подавляет экспрессию коллагена I типа и α-SMA; 
замедляет фиброз миокарда

[12]

miR-30a-5p
миокард крыс; культура 
фибробластов сердца крысы

подавляет накопление коллагена и пролиферацию 
фибробластов

[13]

miR-150-5p
миокард мыши; культура 
фибробластов сердца мыши

ингибирует пролиферацию и миграцию фибробластов, 
регулирует их дифференцировку в миофибробласты; 
понижает уровни коллагена I типа и α-SMA; нокаут miR-
150-3p резко усугубляет гистологическую картину фиброза

[14]

miR-203-3p
миокард мыши; культура 
кардиомиоцитов мыши

улучшает гистологическую картину фиброза миокарда; 
снижает уровни экспрессии коллагенов I и III типов

[15]

miR-214-3p
миокард мыши; культура 
миофибробластов мыши

улучшает гистологическую картину фиброза миокарда;
подавляет экспрессию коллагенов I и III типов, α-SMA

[16]

miR-325-3p
миокард крысы, 
миокард мыши; культура 
фибробластов сердца крысы

подавляет экспрессию коллагена I и III типов, α-SMA, 
фибронектина, пролиферацию и миграцию фибробластов

[17]

miR-891a-3р
культура фетальных 
фибробластов сердца крысы

подавляет рост фибробластов и экспрессию коллагена 
I типа и CTGF

[18]

Let-7d
миокард мыши; культура 
фибробластов сердца мыши

подавляет фиброгенез, снижает уровни α-SMA, 
фибронектина, CTGF, коллагенов I и III типов и 
отложение коллагена в миокарде; подавляет пролиферацию 
фибробластов, а также переход фибробластов в 
миофибробласты

[19]

Профибротические микроРНК

miR-21
миокард мыши, человека;
культура фибробластов 
сердца крысы

подавление miR-21 уменьшает проявления фиброза 
миокарда и содержание коллагена; способствует 
пролиферации фибробластов

[20, 21]

miR-25-3p
миокард мыши, миокард 
человека; культура 
фибробластов сердца мыши

повышает уровни экспрессии генов коллагенов I и III 
типов, α-SMA

[22]

miR-130a-3p
миокард мыши, миокард 
человека; культура 
фибробластов сердца крысы

регулирует уровни коллагенов I и III типов, α-SMA, CTGF, 
фибронектина, матриксной металлопротеиназы 9, а также 
переход фибробластов в миофибробласты

[23]

miR-145-3р
культура фетальных 
фибробластов сердца крысы

стимулирует рост фибробластов и экспрессию коллагена I 
типа, CTGF и α-SMA

[18]

miR-155
культура эмбриональных 
кардиомиоцитов крысы

повышает уровни экспрессии коллагена I типа и α-SMA [24]

miR-223
миокард крысы; 
культура эмбриональных 
кардиомиоцитов крысы

регулирует уровни экспрессии коллагенов I и III типов; 
ингибирование miR-223 улучшает гистологическую 
картину фиброза миокарда

[25]

Примечание. CTGF – фактор роста соединительной ткани; α-SMA – α-актин гладких миоцитов.
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Бонферрони. На второй итерации работы алго-
ритма был извлечён модуль, содержащий сиг-
нальный путь «Клеточное старение» («Cellular 
Senescence»), и две связанных с ним микроРНК, 
hsa-miR-223-3p и miR-214-3p (показаны 
на рис. 1, в), однако вероятность извлечения 
модуля такой структуры мала; она оценивает-
ся нами в 0,62 c поправкой на множественные 
сравнения по Бонферрони (расчёты см. в он-
лайн-репозитории по ссылке https://github.com/
GJOsmak/miRNET_fi brosis). По этой причине 
второй модуль мы относим к статистическому 
шуму и далее не рассматриваем.

Для выяснения конкретных механизмов, 
лежащих в основе микроРНК-опосредован-
ной регуляции экспрессии генов выявленного 
SMAD-модуля, по данным базы валидирован-
ных мишеней miRTarBase, мы проанализиро-
вали взаимодействия между входящими в него 
микроРНК с их ключевыми мРНК-мишеня-
ми (рис. 2). Анализ показал, что miR-24-3p 
связывается с мРНК наибольшего количества 
генов: MYC, SP1, UBC, TFDP2, RBL1, NEDD4l 
и HDAC1. При этом мРНК гена MYC имеет в 
своей последовательности сайты связывания 
для наибольшего числа микроРНК среди про-
анализированных нами: let-7d-5p, miR-25-3p, 
miR-29b-3p, miR-21-5p, miR-130a-3p, miR-24-
3p и miR-155-5p.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленной работе мы провели про-
верку состоятельности предсказаний функций 
микроРНК, основанных на применении ранее 
предложенного нами алгоритма, который обоб-
щает имеющиеся в открытом доступе данные 
по экспериментально валидированным мише-
ням микроРНК [9, 10]. Для такой проверки мы 
использовали набор микроРНК, для которых, 
согласно данным литературы, имеются экспе-
риментальные свидетельства их вовлечённости 
в регуляцию процессов фиброза – одного из 
ключевых звеньев патогенеза ГКМП.

Исходя из данных научных статей, индек-
сируемых в базе NCBI PubMed за 2008–2022 гг., 
мы отобрали 15 микроРНК, предположитель-
но, вовлечённых в развитие фиброза миокар-
да (таблица). Однако для генов-мишеней трёх 
микроРНК (hsa-miR-325, hsa-miR-145-3p и 
hsa-miR-891a-3p) из-за недостатка данных 
не удалось построить сети взаимодействия, и 
эти микроРНК были исключены из рассмот-
рения. Анализ возможной функции осталь-
ных 12 микроРНК по предложенному нами 
алгоритму показал, что 10 из них, а именно: 

hsa-miR-21-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-25-3p, 
hsa-miR-29-3p, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-130a-
3p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-
203a-3p и hsa-let-7d-5p, вероятно, вовлечены 
в регуляцию экспрессии генов SMAD-сиг-
нального пути, кодирующих белки семей-
ства SMAD – основных передатчиков сигна-
лов для рецепторов суперсемейства TGF-b 
(трансформирующих факторов роста бета), 
которые критически важны для регуляции раз-
вития и роста клеток. При этом выявленные 
микроРНК регулируют SMAD-модуль, содер-
жащий гены для трёх формирующих гетеро-
тример белков (SMAD2, SMAD3 и SMAD4) из 
8-членного семейства SMAD. Белки SMAD2 и 
SMAD3 непосредственно передают сигналы от 
TGF-b-рецепторного комплекса, а SMAD4 вы-
полняет вспомогательную роль. Связываясь 
с двумя молекулами SMAD (SMAD2 и/или 
SMAD3), SMAD4 формирует гетеротример, 
который направляется в ядро для регуляции 
экспрессии генов [26].

Обобщение экспериментальных данных, 
которое было достигнуто с помощью нашего 
алгоритма, хорошо согласуется с представле-

Рис. 2. Двудольный граф микроРНК и их ключе-
вых генов-мишеней, перепредставленных среди генов 
SMAD-сигнального пути. Размер узла гена-мишени ото-
бражает входящую степень узла (число микроРНК, с ко-
торыми он связан), градиент от синего к красному – ис-
ходящую степень узла (количество генов-мишеней, с 
которыми связана микроРНК)
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ниями, согласно которым TGF-b-сигналинг 
занимает центральное место в развитии таких 
патологий сердца, как сердечная недостаточ-
ность, гипертрофия и фиброз миокарда, ремо-
делирование камер сердца [27]. Действительно, 
было показано, что активация TGF-b-рецеп-
торного комплекса и последующая передача 
сигналов посредством SMAD2/SMAD3 регу-
лирует экспрессию генов, связанных с фибро-
зом – генов металлопротеиназ, коллагенов, 
протеогликанов, интегринов и фактора роста 
соединительной ткани (CTGF) [27]. SMAD2 
отвечает за подавление экспрессии этих генов, 
а SMAD3 – за их активацию [27].

В результате детализации возможных регу-
ляторных механизмов, достигнутой при анали-
зе сети взаимодействий молекул микроРНК с 
их экспериментально валидированными гена-
ми-мишенями, мы установили, что miR-24-3p 
регулирует наибольшее число генов, относя-
щихся к обнаруженному нами SMAD-модулю; 
c другой стороны, мРНК гена MYC из этого 
модуля имеет наибольшее количество сай-
тов связывания разных микроРНК. Эти дан-
ные хорошо согласуются с представлениями о 
плейотропности и вырожденности регуляции 
посредством микроРНК. При этом miR-24-3p 
имеет сайты связывания не только на мРНК 
гена MYC, но и на мРНК других генов выяв-
ленного нами SMAD-модуля, в частности, SP1, 
UBC, TFDP2, RBL1, NEDD4l и HDAC1 (рис. 2). 
Это наблюдение хорошо согласуется с данны-
ми о разнонаправленной регуляции посред-
ством этой микроРНК TGF-b/SMAD-сиг-
нального пути в процессах, связанных с 
фиброзом и дифференцировкой клеток [28–
31]. При этом мы обнаружили, что ген MYC 
регулируется наибольшим числом рассматри-
ваемых микроРНК. Этот ген относится к се-
мейству регуляторных онкогенов, кодирую-
щих транскрипционные факторы; возрастание 
его экспрессии ассоциировано с опухолевыми 
заболеваниями, поскольку при этом повыша-
ется экспрессия генов, участвующих в проли-
ферации клеток (база данных NCBI, https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/17869). Известно 
также, что MYC контролирует транскрипцию 
генов при поляризации резидентных макро-
фагов в макрофаги типа М2 [32], которые 
запускают и поддерживают репарационные 
процессы, связанные с накоплением колла-
гена – главного компонента внеклеточночно-
го матрикса соединительной ткани [33–35]. 
Описано, что сверхэкспрессия  MYC прово-
цирует фиброз печени [36] и TGF-b-опосре-

дованный фиброз почек [37, 38]. Кроме того, 
показано, что экспрессия гена MYC повыше-
на при гипертрофии миокарда, в частности, 
при гипертрофической кардиомиопатии ещё 
до появления основных симптомов заболе-
вания [39–41]. Таким образом, выявленная 
нами роль MYC как ключе вого гена-мишени 
микроРНК, ассоциированных с фиброзом 
миокарда, хорошо согласуется с описанными 
свойствами этого гена.

Ранее [10] мы показали, что набор 
микроРНК, участвующих в гипертрофии 
мио карда, регулирует гены SMAD-сигналь-
ного пути и предположили, что это может 
вносить свой вклад в прогрессирование ре-
моделирования миокарда при ГКМП. Среди 
12 микроРНК, анализируемых в цитируемой 
работе, только три оказались общими с теми 
микроРНК, которые были отобраны как ассо-
циированные с фиброзом для настоящего ис-
следования – hsa-miR-21-5p, hsa-miR-29-3p и 
hsa-miR-155-5p. Тот факт, что выводы о регу-
ляции TGF-b/SMAD-сигнального пути двумя 
различными, мало пересекающимися набора-
ми микроРНК, из которых один ассоциирован 
с гипертрофией миокарда, а другой – с фибро-
зом, были сделаны нами в двух независимых 
биоинформатических исследованиях, свиде-
тельствует о том, что SMAD-сигнальный путь 
действительно служит ключевым объектом 
микроРНК-опосредованной регуляции пато-
логических процессов при ГКМП. Получен-
ные нами данные, после их эксперименталь-
ного подтверждения, могли бы лечь в основу 
разработки новых терапевтических подходов 
для ГКМП.
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REGULATION OF SMAD SIGNALING PATHWAY 
BY miRNAs ASSOCIATED WITH MYOCARDIAL FIBROSIS: 

In silico ANALYSIS OF TARGET GENE NETWORKS

M. Pisklova1,2*, G. Osmak1,2, and O. Favorova1,2

1 E. I. Chazov National Medical Research Center of Cardiology, 
121552 Moscow, Russia; e-mail: pisklova_maria@mail.ru

2 Pirogov Russian National Research Medical University, 117997 Moscow, Russia

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a hereditary heart disease caused by mutations in sarcomere genes, 
which is accompanied by myocardial fi brosis in combination with progressive heart failure and arrhythmias. 
Recent studies suggest that disturbances in the mechanisms of regulation of gene expression are also involved 
in the development of HCM. MiRNAs, short non-coding RNAs, belong to one of the types of such regulators. 
Usually, one miRNA regulates at the post-transcriptional level many target genes encoding various proteins, 
and therefore it is diffi  cult to determine the role of particular miRNA in the disease pathogenesisIn this study, 
using the PubMed database, we selected 15 miRNAs whose expression is associated with myocardial fi brosis, 
one of the critical pathological processes in HCM. We then used an earlier developed algorithm to search 
in silico for the signaling pathways regulated by these miRNAs and found that 10 of them participate in the 
regulation of the TGF-β/SMAD signaling pathway. At the same time, among the genes of the SMAD signaling 
pathway, the target of most of the microRNAs under consideration is the MYC gene, which is involved in 
the development of fi brosis in some tissues. The conclusion about the regulation of the same TGF-b/SMAD 
signaling pathway by a set of other microRNAs associated with myocardial hypertrophy in HCM was made 
in our previous study. The coincidence of the results of two independent bioinformatic studies indicates that 
the SMAD signaling pathway is indeed a key object of the regulation of pathological processes in HCM. The 
results obtained make a substantial contribution to understanding the pathological processes underlying the 
development of HCM.

Keywords: fi brosis, miRNA, hypertrophic cardiomyopathy, HCM, in silico analysis, gene interaction network, 
TGF-b/SMAD signaling pathway
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Принятые сокращения: Али  – алиспоривир; 
АФК – активные формы кислорода; МХ – митохондрии; 
MPT – mitochondrial permeability transition.

* Адресат для корреспонденции.
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В настоящей работе мы исследовали влияние алиспоривира (ингибитора митохондриальной поры) 
на развитие митохондриальной дисфункции при индукции гипергликемии в первичной культуре ле-
гочных эндотелиоцитов мыши. Продемонстрировано, что в условиях гипергликемии (30 мМ глюкоза 
в течение 24 часов) в эндотелиоцитах развивается митохондриальная дисфункция, которая выража-
ется в увеличении генерации активных форм кислорода, индукции митохондриальных пор и падении 
мембранного потенциала. Все это приводит к снижению жизнеспособности клеток. Инкубация эндо-
телиоцитов с 5 мкМ алиспоривиром в гипергликемических условиях приводит к восстановлению 
жизнеспособности эндотелиоцитов, уровня трансмембранного потенциала и подавлению открытия 
митохондриальных пор до контрольных значений. Продемонстрировано, что в условиях гиперглике-
мии может происходить увеличение митофагии в первичной культуре эндотелиоцитов легких мышей: 
наблюдалось увеличение степени колокализации митохондрий и лизосом и уровня экспрессии гена 
Parkin. Алиспоривир восстанавливал эти параметры до уровней, наблюдаемых в контрольных клет-
ках. Гипергликемия приводила к увеличению в эндотелиоцитах экспрессии гена Drp1, ответственного 
за синтез белка, участвующего в процессе деления митохондрий. При этом алиспоривир достоверно 
не изменял уровень экспрессии данного гена. Обсуждаются механизмы влияния алиспоривира на 
митохондриальную дисфункцию легочных эндотелиоцитов мышей в условиях гипергликемии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: митохондрии, алиспоривир, митохондриальная пора, гипергликемия, сахарный 
диа бет, митофагия.
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет – метаболическое за-
болевание, связанное либо с нарушением се-
креции инсулина β-клетками поджелудочной 
железы (сахарный диабет I типа), либо с инсу-
линорезистентностью органов и тканей орга-
низма человека и животных (сахарный диабет 

II типа). Вследствие этого происходит развитие 
гипергликемии, которая сопровождается нару-
шением белкового и липидного обмена. Эти 
нарушения приводят к патологическим изме-
нениям в органах и тканях организма [1–5].

Общепризнано, что митохондриальная 
дисфункция является из одним процессов, во-
влеченных в развитие сахарного диабета на 
клеточном уровне [6, 7]. Действительно, для 
многих органов и тканей, а также клеточных 
линий продемонстрировано, что сахарный ди-
абет или гипергликемия приводят к усиленной 
генерации активных форм кислорода мито-



СТАРИНЕЦ и др.852

БИОХИМИЯ том 87 вып. 7 2022

хондриями, нарушению процессов окислитель-
ного фосфорилирования и падению мембран-
ного потенциала. Считается, что это связано с 
нарушением клеточного контроля качества ми-
тохондрий – внутриклеточной системы, ответ-
ственной за митофагию, митохондриальный 
биогенез и митохондриальную динамику [6–9].

Формирование во внутренней митохон-
дриальной мембране Са2+-зависимой поры 
(mitochondrial permeability transition pore, 
MPT) является одним из важных признаков 
дисфункции митохондрий [10, 11]. MPT-пору 
определяют как белковый мегаканал, который 
формируется во внутренней и внешней мем-
бране митохондрий в присутствии избыточной 
концентрации ионов Са2+, при развитии окис-
лительного стресса и ряде других модуляторов. 
В условиях максимальной проводимости через 
этот канал могут транспортироваться соеди-
нения с молекулярной массой до 1500 Да, что 
приводит к коллапсу мембранного потенциала, 
нарушению ионного гомеостаза, набуханию 
органелл, их разрушению [12–14]. Несмотря на 
то что исследования митохондриальной поры 
ведутся уже более 50 лет, ее структура и меха-
низм образования еще далеки от разрешения. 
Единственным доказанным белком, который 
принимает участие в индукции MPT-поры яв-
ляется циклофилин Д – белок митохондриаль-
ного матрикса. Считается, что циклофилин Д 
является регулятором MPT-поры, а ингиби-
торы данного белка (циклоспорин А, алис-
поривир) подавляют открытие MPT-поры в 
субмикромолярных концентрациях [10–16]. 
В качестве гипотетических канальных белков 
внутренней мембраны сегодня рассматрива-
ются транслокатор адениновых нуклеотидов и 
ATP-синтаза [14].

Совокупность литературных данных поз-
воляет говорить о том, что при развитии сахар-
ного диабета наблюдаются тканеспеци фические 
изменения чувствительности мито хондрий к 
индукции MPT-поры [6]. Так, в ряде органов 
и тканей (скелетная мускулатура, сердце, под-
желудочная железа) при развитии сахарного 
диабета происходит увеличение чувствитель-
ности митохондрий к открытию MPT-поры 
[6, 17–19]. В то же время митохондрии печени 
приобретают повышенную резистентность к 
образованию MPT-поры [20, 21]. Возможно, 
указанные различия и обусловливают тот факт, 
что фармакологическая и генетическая моду-
ляция MPT-поры не всегда способствует воз-
никновению терапевтического эффекта. Так, с 
одной стороны, нокаут циклофилина Д или его 
ингибирование не влияли на развитие диабе-
тической нефропатии [22]. С другой стороны, 

у мышей, нокаутированных по циклофилину Д, 
в условиях высокожировой диеты клетки ске-
летной мускулатуры проявляли способность к 
усиленному поглощению глюкозы [23], а инги-
биторы MPT-поры снижали размер зоны ин-
фаркта миокарда у  диабетических животных 
при ишемии/реперфузии [6, 24].

В предыдущих исследованиях нами было 
показано, что продолжительное (3 недели) вве-
дение ингибитора MPТ-поры алиспоривира 
(неиммуносупрессорный аналог циклоспори-
на А) мышам с индуцированным сахарным диа-
бетом приводит в скелетной и сердечной мус-
кулатуре к снятию эффектов диабетической 
митохондриальной дисфункции. Более того, 
алиспоривир увеличивает скорость утилизации 
глюкозы из крови диабетических животных 
при проведении глюкозотолерантного теста 
[25, 26]. В  настоящей работе мы продолжаем 
исследовать влияние алиспоривира на мито-
хондриальную дисфункцию, индуцированную 
гипергликемией. Исследования на клеточном 
уровне часто раскрывают молекулярные и 
внутриклеточные механизмы, которые не мо-
гут быть обнаружены в экспериментах на жи-
вотных. Таким образом, задачами настоящего 
исследования являлось: 1) определить влияние 
алиспоривира на жизнеспособность первичной 
культуры эндотелиоцитов легких мышей при 
гипергликемии; 2) оценить влияние алиспори-
вира на индуцированную гипергликемией ми-
тохондриальную дисфункцию легочных эндоте-
лиоцитов; 3) установить влияние алиспоривира 
на колокализацию митохондрий и лизосом в 
легочных эндотелиоцитах в условиях гипергли-
кемии, тем самым определить возможное вли-
яние агента на митофагию; 4) определить уро-
вень экспрессии генов белков, ответственных 
за митохондриальный биогенез, митофагию и 
митохондриальную динамику, в эндотелиоци-
тах легких в условиях гипергликемии в отсут-
ствие и в присутствии алиспоривира.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изолирование и культивирование эндотели-
альных клеток мыши. Изолирование эндотели-
альных клеток из микрососудов легких мыши 
выполняли методом непрямой магнитной се-
парации [27, 28]. В работе использованы мыши 
линии BALB/c (самцы, масса 20–22 г). Живот-
ные были умерщвлены методом цервикальной 
дислокации. В стерильных условиях легкие из-
влекали из грудной клетки, промывали в среде 
DMEM («Gibco», США) и измельчали хирурги-
ческими ножницами. После измельчения ткань 



АЛИСПОРИВИР И МИТОХОНДРИАЛЬНАЯ ДИСФУНКЦИЯ 853

БИОХИМИЯ том 87 вып. 7 2022

инкубировали в 0,2%-ном растворе коллагена-
зы типа II («Abcam», Великобритания) в течение 
40 мин при 37 °С и постоянном перемешивании. 
Образцы ресуспендировали и пропускали че-
рез сито с диаметром пор 70 мкм («Greiner Bio-
One», Австрия). К суспензии клеток добавляли 
20%-ную сыворотку и далее двукратно центри-
фугировали при 500 g в течение 8 мин. Клетки 
ресуспендировали в фосфатно-солевом буфере 
без солей кальция и магния с добавлением 2 мМ 
ЭДТА и антител против CD31 («Abcam», разве-
дение 1 : 100) и инкубировали в течение 15 мин 
при постоянном перемешивании, затем отмы-
вали центрифугированием при 500 g в течение 
8 мин. После отмывки клетки инкубировали 
15 мин с магнитными частицами, конъюгиро-
ванными со вторичными антителами (разведе-
ние 1 : 100) («Thermo Fisher», США). Сепарацию 
CD31+ клеток выполняли с помощью магнит-
ного штатива

 
MagJET («Thermo Fisher»). Клет-

ки пятикратно отмывали фосфатно-солевым 
буфером и высевали в культуральные флаконы, 
дно которых было предварительно обработано 
раствором 0,2%-ного желатина из кожи быка 
(«Sigma-Aldrich», США). Полученные клетки 
культивировали по стандартному проколу в 
среде DMEM/F12 (1 : 1) с добавлением 10% эм-
бриональной телячьей сыворотки, 2 мМ L-глу-
тамина, 100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина и 25 мкг/мл амфотерицина B 
(«Gibco») и 50 мкг/мл добавки для роста эндо-
телиальных клеток («Sigma-Aldrich»). Культу-
ра была получена путём объединения клеток 
от трёх животных [27]. В экспериментах были 
использованы клетки 7–10 пассажа с жизне-
способностью, оцениваемой по окрашиванию 
йодистым пропидием, не менее 98%. Круглые 
покровные стекла (диаметр 25 мм) по одному 
помещали в ячейки 6-луночных планшетов. 
Стекла обрабатывали раствором 0,2%-ного же-
латина, высушивали и наносили суспензию эн-
дотелиальных клеток в среде культивирования. 
Культивировали клетки в течение 3 сут. до до-
стижения конфлюэнтности 90% и выше.

Моделирование гипергликемии. Гиперглике-
мию моделировали инкубацией клеток в среде 
культивирования с повышенной концентраци-
ей глюкозы (30 мМ) в течение 24 ч в CO

2
-ин-

кубаторе («Sanyo», Япония) [29]. Контрольные 
клетки инкубировали 24 ч в среде культивиро-
вания с концентрацией глюкозы 5 мМ. Поло-
вину образцов инкубировали с 5 мкМ алиспо-
ривиром («Medchemexpress», США), который 
добавляли в среду культивирования в виде рас-
твора в DMSO (разведение 1 : 2000). Клетки без 
алиспоривира инкубировали 24 ч после добав-
ления соответствующего объема DMSO.

Определение выживаемости клеток. Для 
оценки выживаемости клетки сразу после 
окончания инкубации трижды отмывали 
раствором Хенкса и инкубировали 30 мин с 
5 мкг/мл витального красителя Hoechst 33342 
и 5 мкМ йодистого пропидия («Thermo 
Fisher») при 37 °С. Флуоресценцию клеток 
регистрировали с помощью светодиодной си-
стемы визуализации, сконструированной на 
основе инвертированного микроскопа AE31E 
(«Motic», Испания), оснащённого объективом 
Motic PLAN FLUAR 10× N.A. 0.3 [30]. Анализ 
выполняли с помощью программы Image J2, 
Fiji (NIH, США).

Определение митохондриального мем-
бранного потенциала эндотелиоцитов. Для 
определения потенциала внутренней ми-
тохондриальной мембраны использова-
ли флуоресцентный краситель родамин 123 
(«ThermoFisher»). Сразу после окончания ин-
кубации клетки трижды отмывали раствором 
Хенкса с соответствующей концентрацией 
глюкозы и окрашивали родамином 123 (дли-
на волны возбуждения – 485 нм, длина вол-
ны флуоресценции – 525 нм) в концентрации 
2,5 мкг/мл в течение 30 мин при 37 °С. После 
окончания инкубации трижды отмывали клет-
ки раствором Хенкса. Флуоресценцию клеток 
регистрировали с помощью светодиодной 
системы визуализации, указанной выше. Все 
измерения были выполнены при постоянных 
значениях силы тока источника возбуждаю-
щего света (80 мА), времени экспозиции (1 с), 
коэффициента усиления (×623) и усреднении 
пикселей (2×2). Интенсивность флуоресцен-
ции родамина 123 выражали в виде отноше-
ния интенсивности флуоресценции в каждой 
точке (F) к усредненной интенсивности флуо-
ресценции в базовых условиях (F

0
). Для оцен-

ки мембранного потенциала добавляли 2 мкМ 
FCCP и оценивали изменение интенсивности 
флуоресценции. Для удобства сравнения дан-
ных между образцами мембранный потенци-
ал выражали в процентах. За 100% принимали 
изменение интенсивности флуоресценции в 
контрольных клетках.

Определение колокализации митохондрий 
и лизосом в эндотелиоцитах. Колокализацию 
митохондрий и лизосом в эндотелиоцитах 
оценивали с помощью конфокальной микро-
скопии по колокализации в клетках флуо-
ресцентных красителей MitoTracker DeepRed 
FM (200 нМ) и LysoTracker Green (50 нМ) 
(«Thermo Fisher») [31].

Конфокальные изображения получали 
с помощью микроскопа DMI6000 («Leica», 
Германия). Аргоновый лазер с длиной вол-
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ны 488 нм использовали для возбуждения 
флуоресценции LysoTracker Green, которую 
измеряли при 505–530 нм. Для MitoTracker 
DeepRed использовали Ne/He лазер с длиной 
волны 638 нм, флуоресценцию измеряли при 
650–680 нм. Анализ колокализации выпол-
няли с помощью программного обеспечения 
Image J2, Fiji. Долю площади колокализации 
митохондрий и лизосом рассчитывали к об-
щей площади митохондрий в поле зрения 
(принятой за 100%). Для каждого образца 
было проанализировано не менее 10 полей 
зрения. Для каждого экспериментального ус-
ловия было выполнено 4 биологических по-
втора (покровное стекло с клетками отдель-
ной культуры).

Определение наличия митохондриальной 
поры в эндотелиоцитах. Образование митохон-
дриальной поры оценивали по флуоресцен-
ции кальцеина АМ в присутствии 1 мМ CoCl

2
 

[32, 33]. После инкубации с исследуемыми 
агентами клетки трижды отмывали раство-
ром Хенкса и инкубировали 30 мин при 37 °С 
в присутствии 1 мкМ кальцеина AM, 200 нМ 
MitoTracker Red (для визуализации структу-
ры митохондрий) и 1 мМ CoCl

2
. После окра-

шивания клетки промывали сбалансирован-
ным солевым раствором Хенкса и получали 
флуоресцентные изображения с использова-
нием конфокального микроскопа DMI6000 
(«Leica»). Митохондрии идентифицировали 
с помощью флуоресценции MitoTracker Deep 
Red FM и измеряли интенсивность флуорес-
ценции кальцеина AM в них (длина волны 
возбуждения – 494 нм, длина волны флуо-
ресценции – 517 нм). Анализ изображений 
выполняли с помощью программы Image J2, 
Fiji. Интенсивность флуоресценции фона 
вычитали из интенсивности флуоресценции 
клеток. Интенсивность флуоресценции каль-
цеина AM рассчитывали относительно ин-
тенсивности флуоресценции MitoTracker Red. 
Для каждого экспериментального условия 
было выполнены 4 биологических повтора 
(по 2 покровных стекла с клетками отдельной 
культуры).

Определение окислительного стресса в эн-
дотелиоцитах. Оценку уровня окислитель-
ного стресса проводили методом проточной 
цитофлуориметрии на проточном цитометре 
Muse Cell Analyzer («Luminex», США). Для 
проведения цитофлуориметрии эндотелио-
циты каждой группы открепляли от подложки 
с помощью раствора, содержащего трипсин 
(0,05%) и ЭДТА (0,53 мМ) в течение 10 мин 
при 37 °С. Откреплённые клетки переносили 
в 5 мл среды DMEM c 10%-ной эмбриональ-

ной телячьей сывороткой для ингибирования 
трипсина, перемешивали и центрифугирова-
ли при 350 g в течение 8 мин, осадок ресус-
пендировали в 100 мкм стерильного раствора 
Хенкса («ПанЭко», Россия). Для поддержания 
гипергликемических условий концентрацию 
глюкозы в растворе доводили до 30 мМ. Ко-
личественное измерение клеточной популя-
ции, подвергшейся действию окислительного 
стресса, оценивали с использованием Muse 
Oxidative Stress Kit (MCH100111) («Luminex»). 
Все исследования проводили строго в соот-
ветствии с протоколом производителя.

Продукцию АФК также оценивали с помо-
щью флуоресцентного красителя 2′,7′-дихлор-
дигидрофлуоресцеиндиацетата (H

2
DCFDA) 

(«Thermo Fisher»). Клетки окрашивали 
20 мкМ H

2
DCFDA в течение 30 мин при 37 °С. 

Далее клетки отмывали раствором Хенкса и 
анализировали с помощью светодиодной сис-
темы визуализации при длине волны возбуж-
дения 490 нм и эмиссии – 520 нм.

ПЦР в реальном времени. Уровень экс-
прессии генов белков, ответственных за ми-
тофагию, митохондриальный биогенез и 
митохондриальную динамику, определяли 
методом ПЦР в реальном времени с этапом 
обратной транскрипции [26]. Тотальную РНК 
из образцов клеточной суспензии получали с 
помощью реактива ExtractRNA («Евроген», 
Россия) согласно протоколу производителя. 
ПЦР в реальном времени проводили с помо-
щью амплификатора QuantStudio 1 («Thermo 
Fisher Scientific») с использованием набора 
qPCRmix-HS SYBR («Евроген»), где в каче-
стве флуоресцентного интеркалирующего 
красителя используется SYBR Green II. Вы-
бор и анализ ген-специфичных праймеров 
проводили с использованием Primer-BLAST 
[34] (последовательность олигонуклеотидов 
представлена в таблице). Нормирование про-
водили относительно гена Rplp2. Расчет ΔΔCt 
проводили по формуле ΔΔCt = ΔCt (Конт-
роль) – ΔCt (опыт); каждое значение ΔCt рас-
считывали по формуле ΔCt = Ct (исследуемый 
ген) – Ct (Rplp2) [35].

Статистическая обработка. Статистиче-
скую обработку полученных данных выпол-
няли с помощью GraphPad Prism 7.0 с при-
менением однофакторного дисперсионного 
анализа (one-way ANOVA). Для последующего 
сравнения средних значений дисперсионно-
го комплекса использовали тест Тьюки. Ре-
зультаты представлены в виде среднего зна-
чения ± среднего квадратичного отклонения 
(n = 4–8, где n – число экспериментов с раз-
ными культурами).
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Алиспоривир увеличивает жизнеспособность 
эндотелиоцитов легких мышей при гиперглике-
мии. Анализ жизнеспособности клеток первич-
ной культуры эндотелиоцитов легких мышей, 
содержавшихся в условиях нормо- (5 мМ) и 
гипергликемии (30 мМ) в отсутствие и в при-
сутствии 5 мкМ алиспоривира, представлен на 
рис. 1 и рис. S1 в Приложении. Данная концен-
трация алиспоривира была выбрана по резуль-
татам серии предварительных экспериментов 
с использованием суспензии изолированных 
митохондрий (данные не опубликованы). Про-
демонстрировано, что инкубация клеток в ги-
пергликемических условиях в течение 24 ч при-
водила к достоверному снижению числа живых 
клеток. Присутствие в инкубационной среде 
алиспоривира приводило к увеличению жизне-
способности эндотелиоцитов легких мышей в 
условиях гипергликемии.

Алиспоривир подавляет развитие митохон-
дриальной дисфункции в эндотелиоцитах легких 
мышей при гипергликемии. В предыдущих рабо-
тах мы показали, что введение алиспоривира 
in vivo мышам с экспериментальным сахар-
ным диабетом II типа нормализует функцио-
нирование митохондрий сердца и скелетной 
мускулатуры [25, 26]. В настоящей работе мы 
оценили влияние алиспоривира на функцио-
нирование митохондрий в первичной культу-
ре эндотелиоцитов легких мышей в условиях 
гипергликемии. Как показано на рис. 2, у эн-
дотелиоцитов, инкубированных в среде с вы-
сокой концентрацией глюкозы (30 мМ), был 
снижен мембранный потенциал по сравнению 
с контрольными клетками (5 мМ глюкоза). 
Инкубация клеток с 5 мкМ алиспоривиром в 
условиях гипергликемии приводила к восста-
новлению мембранного митохондриального 
потенциала до контрольных значений (рис. S2 
в Приложении).

Список ген-специфичных праймеров

Ген Прямой (5′→3′) Обратный (5′→3′)

Drp1 TTACAGCACACAGGAATTGT TTGTCACGGGCAACCTTTTA

Mfn2 CACGCTGATGCAGACGGAGAA ATCCCAGCGGTTGTTCAGG

Ppargc1a CTGCCATTGTTAAGACCGAG GTGTGAGGAGGGTCATCGTT

Pink1 TTGCCCCACACCCTAACATC GCAGGGTACAGGGGTAGTTCT

Parkin AGCCAGAGGTCCAGCAGTTA GAGGGTTGCTTGTTTGCAGG

Rplp2 CGGCTCAACAAGGTCATCAGTGA AGCAGAAACAGCCACAGCCCCAC

Рис. 1. Влияние алиспоривира (Али, 5 мкМ) на выжива-
емость эндотелиоцитов легких мышей в условиях нормо- 
(5 мМ глюкоза) и гипергликемии (30 мМ глюкоза). Пред-
ставлены средние значения ± стандартное отклонение 
(n = 6)

Рис. 2. Влияние алиспоривира (Али, 5 мкМ) на ΔΨ(%) 
митохондрий эндотелиоцитов легких мышей в условиях 
нормо- (5 мМ глюкоза) и гипергликемии (30 мМ глюко-
за). Представлены средние значения ± стандартное от-
клонение (n = 4)
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Рис. 3. Влияние алиспоривира (Али, 5 мкМ) (в, г) на продукцию АФК (ROS) легочными эндотелиоцитами в услови-
ях нормо- (5 мМ глюкоза) (а, в) и гипергликемии (30 мМ глюкоза) (б, г). а–г – Типичные диаграммы распределения 
популяции клеток четырех экспериментальных групп; д – расчёт АФК-позитивных клеток (%) в экспериментальных 
группах;  е – уровень флуоресценции DCF в клетках четырех экспериментальных групп. Представлены средние значе-
ния ± стандартное отклонение (n = 4–5)

Параллельно с митохондриальной деполя-
ризацией в условиях гипергликемии развива-
ется окислительный стресс. На рис. 3, а–г 
представлены данные проточной цитофлуори-
метрии по количеству АФК-позитивных (ус-
ловный пик М2 – популяция клеток, у кото-
рых вызванная супероксидом флуоресценция 
выше установленного порога) и АФК-негатив-
ных клеток (условный пик М1 – популяция 
клеток, у которых вызванная супероксидом 
флуоресценция ниже установленного поро-
га) в каждой группе. Можно видеть, что в этих 
условиях наблюдается увеличение АФК-пози-
тивных клеток, что свидетельствует об увели-
ченной генерации супероксид-аниона в эн-
дотелиоцитах. В  присутствии алиспоривира 
мы не обнаружили достоверного снижения 
АФК-позитивных клеток в условиях гипер-
гликемии, хотя наблюдалась тенденция к сни-
жению (рис. 3, д). Подобные результаты были 
получены методом флуоресцентной микроско-

пии с использованием зонда DCF (рис. 3, е и 
рис. S3 в Приложении).

Алиспоривир является ингибитором об-
разования MPT-поры [15]. В связи с этим в 
следующей части работы мы определили его 
влияние на открытие MPT-поры в клетках пер-
вичной культуры эндотелиоцитов легких мы-
шей, подверженных действию гипергликемии. 
Открытие MPT-поры в митохондриях эндоте-
лиоцитов оценивали по флуоресценции каль-
цеина в митохондриях в присутствии ионов ко-
бальта. При нарушении целостности мембраны 
митохондрий, в том числе и при образовании 
MPT-поры, CoCl

2
 проникает в митохондрии 

и вызывает тушение флуоресценции кальцеи-
на. Таким образом, по снижению интенсив-
ности флуоресценции кальцеина в митохон-
дриях можно судить об открытии MPT-поры. 
На рис. 4, а представлена типичная картина 
легочных эндотелиоцитов в четырех экспери-
ментальных условиях, окрашенных кальцеи-
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ном в присутствии ионов кобальта. Стоит от-
метить, что MPT-пора может находиться как 
в высокопроводящем, так и в низкопроводя-
щем состоянии [12]. При этом кобальт может 
проникнуть в митохондриальный матрикс 
в обоих состояниях. Таким образом, можно 

предположить, что тушение флуоресценции, 
наблюдаемое в контрольных клетках, связано 
со спонтанным низкопроводящим состояни-
ем MPT-поры. Можно видеть, что в условиях 
повышенного содержания глюкозы наблюда-
ется значительное снижение интенсивности 

Рис. 4. Образование MPT-поры в эндотелиоцитах легких мышей. а – Типичные фотографии флуоресценции митохон-
дриального кальцеина в присутствии CoCl

2
 в эндотелиоцитах экспериментальных групп. Шкала – 40 мкм. б – Интен-

сивность флуоресценции кальцеина в митохондриях эндотелиоцитов легких мышей четырех экспериментальных групп. 
Али – алиспоривир. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (n = 4)

2
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флуо ресценции кальцеина в митохондриях эн-
дотелиоцитов по сравнению с контрольными 
клетками (рис. 4, а, б). Это свидетельствует в 
пользу того, что в условиях гипергликемии уве-
личивается активность открытия MPT-поры в 
эндотелиоцитах.

Инкубация клеток с алиспоривиром в ус-
ловиях гипергликемии приводит к достовер-
ному увеличению интенсивности флуоресцен-
ции кальцеина в митохондриях по сравнению 
с митохондриями эндотелиоцитов, инкубиро-
ванных лишь в присутствии 30 мМ глюкозы 
(рис. 4, б). Это говорит о том, что алиспоривир 
ингибирует открытие MPT-пор во внутренней 
мембране митохондрий эндотелиоцитов, экс-
понированных в условиях гипергликемии.

Также была рассчитана доля митохон-
дрий, не окрашенных кальцеином. В контро-
ле содержание таких митохондрий составляет 
9,5 ± 2,1%. В условиях гипергликемии доля та-
ких митохондрий достоверно увеличивалась до 
23,2 ± 6,6%. В присутствии алиспоривира на-
блюдалась тенденция к снижению количества 
не окрашенных кальцеином митохондрий до 
17,6 ± 6,2%. Это также служит подтверждением 
того, что гипергликемия стимулирует открытие 
MPT-поры в эндотелиоцитах, а алиспоривир 
ингибирует этот процесс.

Алиспоривир подавляет индуцированную 
гипергликемией колокализацию митохондрий и 
лизосом (митофагию). Одним из адаптацион-
ных ответов на гипергликемию и понижен-
ный мембранный потенциал в клетке является 
митофагия (аутофагия митохондрий) [6, 36]. 
В настоящей работе мы оценивали уровень 
митофагии по степени колокализации мито-
хондрий и лизосом, используя метод двойно-
го окрашивания клеток (MitoTracker Deep Red 
FM и LysoTracker Green). Было обнаружено, 
что в условиях 24-часовой гипергликемии сте-
пень колокализации митохондрий и лизосом 
достоверно увеличивается, что может свиде-
тельствовать об усилении митофагии. В этих 
условиях инкубация эндотелиоцитов легких 
мышей с 5 мкМ алиспоривиром приводила к 
восстановлению уровня колокализации ми-
тохондрий и лизосом до контрольных значе-
ний (рис. 5).

Влияние алиспоривира на изменения в ус-
ловиях гипергликемии уровня мРНК белков, 
ответственных за митохондриальный биоге-
нез, митохондриальную динамику и митофагию. 
В следующей части работы мы оценивали уро-
вень экспрессии генов белков, ответственных 
за митохондриальный биогенез, митофагию и 
митохондриальную динамику. Показано, что 
при гипергликемии происходит достоверное 

увеличение уровня экспрессии Drp1, что может 
косвенно свидетельствовать об увеличении со-
держания белка Drp1, участвующего в процес-
сах деления митохондрий (рис. 6). Инкубация 
клеток с 5 мкМ алиспоривиром в условиях ги-
пергликемии не приводила к достоверным из-
менениям уровня экспрессии этого гена, хотя 
наблюдалась тенденция к восстановлению к 
контрольным значениям. Во всех исследуемых 
группах не наблюдалось достоверных различий 
по уровню экспрессии гена Ppargc1a, ответ-
ственного за синтез PGC1-α, белка, участву-
ющего в митохондриальном биогенезе, и гена 
Mfn2, кодирующего митофузин 2, белок, уча-
ствующий в процессе слияния митохондрий. 
Стоит отметить, что в гипергликемических ус-
ловиях достоверно увеличивается экспрессия 
Parkin (но не Pink1), ответственного за синтез 
белка, участвующего в митофагии. Это косвен-
но подтверждает описанные выше результаты, 
показывающие, что в условиях гипергликемии 
(30 мМ глюкоза в течение 24 ч) в эндотелио-
цитах легких мышей наблюдается индукция 
митофагии. Добавление 5 мкМ алиспоривира 
к клеткам, экспонируемым в 30 мМ глюкозе, 
приводит к достоверному снижению экспрес-
сии Parkin до контрольных значений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Митохондриальная дисфункция являет-
ся одним из основных проявлений развития 
сахарного диабета [6]. В ряде исследований 
показано, что митохондриально-направлен-
ная генная или фармакологическая терапия 
восстанавливает структурно-функциональные 
параметры митохондрий, снижает вероятность 
осложнений сахарного диабета, в том числе 
приводя к увеличению чувствительности к ин-
сулину тканей и органов и гипогликемическо-
му действию [23, 25, 37]. В предыдущих работах 
мы показали, что продолжительная терапия 
диабетических мышей алиспоривиром (инги-
битором MPT-поры) приводит как к снижению 
митохондриальной дисфункции в скелетной 
и сердечной мускулатуре, так и к увеличению 
скорости утилизации глюкозы из крови при 
проведении глюкозотолерантного теста [25]. 
В  настоящей работе мы исследовали внутри-
клеточные механизмы, которые могут лежать 
в основе защитного действия алиспоривира от 
повреждений, опосредованных высоким уров-
нем глюкозы, на эндотелиоциты легких мышей.

Как продемонстрировано в настоящей ра-
боте, экспозиция легочных эндотелиоцитов в 
условиях гипергликемии приводила к разви-
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Рис. 5. Колокализация митохондрий и лизосом в эндотелиоцитах легких мышей четырех экспериментальных групп. Сте-
пень колокализации митохондрий и лизосом определяли с использованием двойного окрашивания клеток MitoTracker 
Deep Red FM и LysoTracker Green. а – Представлены 8-битные изображения и бинарные маски каждого красителя и их 
колокализация. б – Количество митохондрий (МХ) (%), колокализованных с лизосомами в эндотелиоцитах легких мы-
шей четырех экспериментальных групп. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (n = 4)

2*
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Рис. 6. Относительный уровень мРНК Drp1, Mfn2, Pink1, Parkin и Ppargc1a в эндотелиоцитах легких мышей четырех 
экспериментальных групп. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (n = 6–8)

тию митохондриальной дисфункции, которая 
выражалась в повышенной генерации АФК, 
индукции MPT-поры и, как следствие этих 
факторов, митохондриальной деполяризации 
(рис. 2–5). Эти нарушения функционирования 

митохондрий могут лежать в основе клеточной 
гибели. Действительно, в условиях гипергли-
кемии наблюдалось снижение жизнеспособ-
ности легочных эндотелиоцитов (рис. 1). Ин-
кубация клеток с алиспоривиром (5 мкМ) в 
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гипергликемических условиях в значительной 
степени устраняет развитие признаков мито-
хондриальной дисфункции. Установлено, что 
происходит снижение числа пермеабилизо-
ванных митохондрий в эндотелиоцитах вслед-
ствие открытия MPT-поры и, следовательно, 
восстановление трансмембранного потенциа-
ла митохондрий, который становится сравни-
мым с митохондриальным потенциалом кон-
трольных клеток. Мы не смогли зафиксировать 
достоверное снижение продукции АФК в при-
сутствии алиспоривира в гипергликемических 
условиях (наблюдался лишь тренд к снижению 
продукции АФК по сравнению с гиперглике-
мическими условиями). Тем не менее норма-
лизация описанных выше митохондриальных 
функций алиспоривиром приводила к увели-
чению числа выживших клеток в условиях ги-
пергликемии.

Считается, что снижение трансмембран-
ного потенциала в митохондриях является од-
ним из факторов запуска митофагии [31, 38]. 
В наших экспериментах в условиях гипергли-
кемии и сниженного мембранного потенциала 
наблюдалось усиление колокализации мито-
хондрий и лизосом и увеличение в эндотелио-
цитах экспрессии участвующего в митофагии 
гена Parkin. Важно отметить, что эти методи-
ческие подходы являются косвенными доказа-
тельствами митофагии, однако они позволяют 
предполагать ее активацию в условиях гипер-
гликемии, что подтверждается литературными 
данными. Известно, что на стадии преддиабета 
наблюдается активация митофагии, тогда как 
на стадии сахарного диабета II типа – ингиби-
рование данного процесса [6, 39]. При этом ак-
тивация митофагии рассматривается в качестве 
адаптивного ответа. По-видимому, экспозиция 
первичной культуры эндотелиоцитов мыши в 
течение 24 ч в среде, содержащей 30 мМ глю-
козу, индуцирует снижение жизнеспособности 
клеток и развитие митохондриальной дисфунк-
ции. Однако при этом в клетках альтернативно 
могут активироваться процессы (в частности, 
митофагия), препятствующие этому негатив-
ному сценарию.

Инкубация клеток в условиях гиперглике-
мии с алиспоривиром приводила к тому, что 
уровень колокализации митохондрий и лизо-
сом, а также уровень экспрессии гена Parkin 
становились неотличимы от наблюдаемых в 
контрольных клетках. Таким образом, можно 
предположить, что алиспоривир в гиперглике-
мических условиях препятствует не только об-
разованию MPT-поры и снижению мембран-
ного митохондриального потенциала, но и, 
возможно, запуску митофагии в эндотелиоци-

тах. Для доказательства этого предположения 
необходимо провести дополнительные иссле-
дования по определению митофагии.

Можно дискутировать о том, насколько 
полезным для организма будет отсутствие та-
кого адаптивного ответа, как митофагия, при 
развитии сахарного диабета, однако проведен-
ные нами предыдущие исследования позволя-
ют говорить о том, что алиспоривир оказывает 
терапевтическое воздействие в ходе продол-
жительного введения диабетическим живот-
ным [25, 26]. Мы продемонстрировали, что 
в сердце диабетических мышей наблюдается 
снижение экспрессии генов Pink1 и Parkin, а 
продолжительное (в течение 3 недель) введе-
ние диабетическим животным алиспоривира 
приводило к нормализации уровня экспрес-
сии этих генов [26].

Как показано в настоящей работе, поми-
мо изменения экспрессии гена Parkin, гиперг-
ликемия вызывает увеличение содержания 
мРНК белка Drp1, ответственного за деление 
митохондрий. Эти результаты косвенно под-
тверждают имеющиеся в литературе данные, 
что при развитии сахарного диабета у человека 
и животных, а также моделировании гиперг-
ликемии на клеточных культурах наблюдает-
ся фрагментирование митохондриальной сети 
[6–8]. В наших условиях алиспоривир не смог 
достоверно восстановить уровень мРНК Drp1 
до контрольных значений.

Как было сказано выше, исследования на 
клеточном уровне позволяют определить ме-
ханизмы и таргетные молекулы, которые не 
могут быть обнаружены в экспериментах на 
животных. Алиспоривир, как и его иммуно-
супрессорный аналог циклоспорин А, имеет 
несколько мишеней [40, 41]. Помимо мито-
хондриального циклофилина Д, алиспоривир 
способен взаимодействовать с цитоплазма-
тическим циклофилином А [41]. С этим дей-
ствием связывают его способность подавлять в 
клетках репликацию различных вирусов, в том 
числе и SARS-Cov-2 [42]. Поэтому полученные 
в настоящей работе эффекты могут быть обу-
словлены не только действием данного агента 
на митохондрии. Однако очевидно, что алис-
поривир как в экспериментах in vivo на живот-
ных, так и в экспериментах на клеточной куль-
туре подавляет развитие митохондриальной 
дисфункции при сахарном диабете и способ-
ствует облегчённому течению заболевания.
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статье опубликовано на сайте журнала «Биохи-
мия» (https://biochemistrymoscow.com).
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ALISPORIVIR NORMALIZES MITOCHONDRIAL FUNCTION 
OF PRIMARY MOUSE LUNG ENDOTHELIAL CELLS 

UNDER CONDITIONS OF HYPERGLYCEMIA

V. S. Starinets1,2, D. A. Serov3,4, N. V. Penkov4, N. V. Belosludtseva1,2, 
M. V. Dubinin1, and K. N. Belosludtsev1,2*

1 Mari State University, 424001 Yoshkar-Ola, Mari El, Russia
2 Institute of Theoretical and Experimental Biophysics RAS, 

142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: bekonik@gmail.com
3 Prokhorov General Physics Institute RAS, Biophotonics Center, 119991 Moscow, Russia

4 Institute of Cell Biophysics RAS, 142290 Pushchino, Moscow Region, Russia

The present work shows the eff ect of alisporivir (a mitochondrial permeability transition pore inhibitor) on the 
development of mitochondrial dysfunction under hyperglycemic conditions in a primary culture of mouse lung 
endothelial cells. We have demonstrated that hyperglycemia (30 mM glucose for 24 h) leads to a decrease in 
the viability of pulmonary endotheliocytes. Hyperglycemia causes mitochondrial dysfunction, manifested by a 
drop of membrane potential, an increase in superoxide anion generation and mitochondrial pore (MPT pore) 
opening activity. Incubation of endothelial cells with 5 μM alisporivir under hyperglycemic conditions leads 
to an increase in cell viability, restoration of the membrane potential level and MPT pore opening activity to 
control values. Hyperglycemia leads to increased mitophagy in lung endothelial cells: we observed an increase 
in the degree of colocalization of mitochondria and lysosomes and the expression of the Parkin gene. Alisporivir 
restored these parameters back to levels seen in control cells. Hyperglycemia led to an increase in the expression 
of the Drp1 gene in endotheliocytes responsible for the synthesis of proteins involved in the process of fi ssion 
of mitochondria. Alisporivir did not signifi cantly alter the expression of the gene. The paper discusses the 
mechanisms of alisporivir eff ect on mitochondrial dysfunction in murine pulmonary endotheliocytes under 
conditions of hyperglycemia.

Keywords: mitochondria, alisporivir, mitochondrial permeability transition pore, hyperglycemia, diabetes mellitus, 
mitophagy
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Пирроломицины С (Pyr_C) и D (Pyr_D) – антибиотики, продуцируемые Actinosporangium и Strepto-
myces, механизмом антимикробного действия которых является деполяризация мембраны бактерий 
и подавление их биоэнергетики через разобщение окислительного фосфорилирования. В основе 
данного явления лежит протонофорная активность пирроломицинов [Valderrama  et  al.  (2019) 
Antimicrob. Agents Chemother., 63, e01450-19]. В настоящей работе исследовано действие пирроломици-
нов на выделенные митохондрии печени крысы. Оказалось, что Pyr_C обладает большей активностью, 
чем Pyr_D, и разобщает митохондрии в субмикромолярном диапазоне концентраций, что проявляется 
в деполяризации мембраны митохондрий и стимуляции их дыхания. В случае препаратов митохондрий 
с нарушенной целостностью внешней мембраны различия в действии этих антибиотиков существенно 
уменьшаются. В случае «вывернутых» субмитохондриальных частиц (СМЧ) более активным разоб-
щителем, напротив, является Pyr_D, при этом СМЧ разобщаются уже при наномолярных концентра-
циях антибиотика. Протонофорное действие Pyr_D на плоской бислойной липидной мембра-
не (БЛМ) имеет максимум при рН около 9, что близко к рК

а
 этого соединения. Pyr_D работает как 

типичный анионный протонофор, активность которого снижается при добавлении дипольного мо-
дификатора флоретина. Такое же соотношение протонофорной активности Pyr_D и Pyr_C получено 
нами на липосомах, нагруженных рН-индикатором пиранином. Высказано предположение о том, что 
различие между протонофорным действием этих антибиотиков на митохондриях и на БЛМ можно 
отнести за счёт большей способности Pyr_C проникать через внешнюю мембрану митохондрий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пирроломицин, митохондрии, разобщитель, протонофор, дыхание, мембранный 

потенциал.

DOI: 10.31857/S032097252207003X, EDN: AVMAKK

Принятые сокращения: БЛМ – бислойная липидная 
мембрана; КЦХФ – карбонилцианид-м-хлорфенилги-
дразон; СМЧ – субмитохондриальные частицы; ACMA – 
9-амино-6-хлор-2-метоксиакридин; DNP – 2,4-динитрофе-
нол; Pyr_C – пирроломицин C; Pyr_D – пирроломицин D.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Пирроломицины  –  антибиотики, проду-
цируемые актиномицетами и стрептомице-
тами [1–3]. Как следует из их названия, эти 
соединения содержат в своей структуре пир-
рольную группу. Пирроломицины  С  (Pyr_C) 
и  D  (Pyr_D), представляющие собой пиррол, 

соединённый через карбонильную группу с бен-
зольным кольцом, различаются только количе-
ством атомов хлора в обоих кольцах: в Pyr_C их 
четыре, а в Pyr_D – пять [4] (рис. 1). Pyr_C бо-
лее активен против грамположительных бакте-
рий по сравнению с Pyr_D. В основе антибак-
териального действия этих соединений лежит 
их протонофорная активность, которая была 
показана на искусственных липидных бисло-
ях [5], где оба соединения оказались более ак-
тивными, чем очень сильный классический ра-
зобщитель окислительного фосфорилирования 
митохондрий, карбонилцианид-м-хлорфенил-
гидразон (КЦХФ), причём Pyr_D на бислой-
ной липидной мембране (БЛМ) был заметно 
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Рис. 1. Химическая структура Pyr_C и Pyr_D

сильнее, чем Pyr_C. Целью настоящей работы 
было сравнение разобщающего действия Pyr_C 
и Pyr_D на препаратах выделенных митохон-
дрий. В  ходе подробного исследования дей-
ствия Pyr_C и Pyr_D на выделенных митохон-
дриях печени крысы мы показали, что Pyr_C 
вызывает их разобщение в субмикромолярном 
диапазоне концентраций. Причём, как и в слу-
чае бактерий, действие Pyr_C на митохондрии, 
а именно: деполяризация мембраны и стиму-
ляция дыхания митохондрий, проявляется при 
более низких концентрациях по сравнению 
с Pyr_D. Было показано также, что действие 
пирроломицинов на препаратах митохондрий, 
частично лишённых внешней мембраны, су-
щественно усиливается, причём усиление бо-
лее ярко выражено в случае Pyr_D. Высказа-
но предположение о том, что эффективность 
действия пирроломицинов на митохондрии во 
многом определяется их проницаемостью через 
внешнюю митохондриальную мембрану.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовались реагенты фирмы 
«Sigma-Aldrich» США, если не указано особо. 
Пирроломицины С (Pyr_C) и D (Pyr_D) были 
любезно предоставлены Рубеном Харткоопом 
из университета Лилля, Франция.

Митохондрии из печени крыс получали, как 
описано ранее [6]. Полученные митохондрии 
суспендировали в среде, содержащей 250 мM са-
харозы, 5  мM  MOPS (pH  7,4) и 1  мM  EGTA. 
Концентрацию белка измеряли биуретовым ме-
тодом, используя БСА в качестве стандарта.

Дыхание митохондрий измеряли при 25 °С 
полярографическим методом: по уменьшению 
концентрации кислорода в среде инкубации 

при помощи кислородного электрода Кларка 
(«Strathkelvin Instruments», Великобритания) 
с использованием системного программного 
обеспечения 782. Среда инкубации содержа-
ла 250 мМ сахарозы, 5 мМ MOPS (рН 7,4) и 
1 мМ EGTA. Концентрация митохондриально-
го белка составляла 0,4 мг/мл.

Митопласты (препараты митохондрий, ча-
стично лишённых внешней мембраны) полу-
чали в процессе инкубирования митохондрий 
печени крысы в течение 10 мин в буфере, содер-
жащем 10 мM MOPS, 1 мM EDTA, 10 мM Tris-
HCl (pH 7,4) с добавлением 25 мM KCl. После 
инкубирования суспензию центрифугировали 
при 4200  g в течение 5  мин, удаляли суперна-
тант, а осадок суспендировали в вышеописан-
ном буфере, содержащем сахарозу.

Мембранный потенциал митохондрий и ми-
топластов измеряли, используя в качестве ин-
дикатора сафранин О [7]. Среда измерения со-
держала 250 мM сахарозы, 5 мM MOPS (pH 7,4), 
1  мM  EGTA, 5  мМ  сукцинат, 2  мкМ  ротенон, 
олигомицин (2 мкг/мг белка) и 15 мкМ сафра-
нин  О. Концентрация белка митохондрий и 
митопластов составляла 0,6–0,7 мг/мл. Мем-
бранный потенциал измеряли по разности 
оптического поглощения при длинах волн  555 
и 523 нм на спектрофотометре Aminco DW-2000 
(Aminco, США) в двуволновом режиме.

Мембранный потенциал субмитохондри-
альных частиц сердца быка. Субмитохондри-
альные частицы (СМЧ), выделенные из серд-
ца быка по методу, описанному в работе 
Grivennikova et al. [8], были любезно предостав-
лены Гривенниковой В.Г. (кафедра биохимии 
биологического факультета МГУ). Измерения 
градиента рН в ответ на добавление NADH ре-
гистрировали по изменению флуоресценции 
9-амино-6-хлор-2-метоксиакридина (ACMA) 
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с помощью спектро флуориметра Панорама 
Флюорат-02 («Люмэкс», Россия) при длине 
волны возбуждения 410 нм и эмиссии – 480 нм, 
как описано в работе Deleage et al. [9]. Среда 
инкубации содержала 10 мМ HEPES (рН 7,4), 
100 мМ KCl, 5 мМ MgCl

2
 и 0,5 мкг/мл ACMA.

Проницаемость плоских бислойных фосфо-
липидных мембран для ионов водорода изме-
ряли в тефлоновой ячейке с двумя отсеками, 
разделёнными тефлоновой перегородкой с от-
верстием 0,6 мм в диаметре, на котором фор-
мировали мембрану из фосфолипида дифита-

Рис. 2. Действие пирроломицинов C (Pyr_C) и D (Pyr_D) на дыхание выделенных митохондрий. а – Действие Pyr_C 
и Pyr_D (стрелки вниз) на скорость дыхания выделенных митохондрий печени крыс до добавки ADP (стрелки вверх), 
после добавки 100 мкМ ADP и после исчерпания ADP в реакционной среде. Субстратом дыхания был сукцинат (5 мМ). 
Цифрами на кривых даны скорости дыхания в различных состояниях (нмоль О

2
/мин на 1 мг митохондриального бел-

ка). Концентрация Pyr_C была 1,2 мкМ (кривая 2) и 2 мкМ (кривая 3). Концентрация Pyr_D была 2 мкМ (кривая 4) и 
3 мкМ (кривая 5). Кривая 1 – контроль без добавления пирроломицина. В конце каждой записи добавляли 40 мкМ DNP 
(стрелки вправо) для достижения максимального дыхания. В среде измерения присутствовал БСА (0,5 мг/мл). б – За-
висимости скорости дыхания митохондрий от концентрации Pyr_C (кривая 1) и Pyr_D (кривая 2) в отсутствие БСА. 
Подробности см. в разделе «Материалы и методы». Точки данных представляют собой средние значения ± стандартные 
отклонения по меньшей мере для трёх независимых экспериментов
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Рис. 3. Действие пирроломицина С (Pyr_C, две добавки по 0,3 мкМ, панель а) и пирроломицина D (Pyr_D, две добавки 
по 0,3 мкМ, панель б) и DNP (5 добавок по 10 мкМ и 3 добавки по 20 мкМ, панель в) на мембранный потенциал митохон-
дрий (сплошные кривые) и препаратов митохондрий, частично лишённых внешней мембраны (митопласты, пунктирные 
кривые), измеренный по изменению разности поглощения сафранина О при 555 и 523 нм. Митохондрии энергизовали 
добавлением сукцината (5 мМ) в присутствии ротенона (5 мкМ) и олигомицина. г – Статистическая обработка значений 
мембранного потенциала митохондрий и митопластов в присутствии 0,3 мкМ Pyr_C и Pyr_D, а также 50 мкМ DNP (% по 
отношению к сигналу в контроле). Подробности см. в разделе «Материалы и методы». Точки данных представляют собой 
средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере для трёх независимых экспериментов

ноилфосфатидилхолина («Avanti Polar Lipids», 
США) в концентрации 20  мг на  мл  декана. 
Измерения тока через мембрану осуществля-
ли двумя AgCl-электродами, погружёнными в 
ячейку по обе стороны мембраны, используя 
усилитель OES-2 («Opus», Россия).

Проницаемость мембран липосом для ио-
нов водорода измеряли с помощью рН-чув-
ствительного красителя пиранина, как 
описано в работе Denisov et al. [10] по не-
сколько модифицированной методике [11]. 
Липосомы приготовляли из диолеил-
фосфатидилхолина (DOPC), диолеил фосфат-
идилглицерина (DOPG) и холесте рина в 

про порции 54/13/33. Раствор липидов в хло-
роформе (10  мг в  1  мл) был тщательно высу-
шен в токе азота, следовые остатки раство-
рителя удалены под вакуумом. Затем липиды 
были ресуспендированы в буфере, содержа-
щем 100  мM  KCl, 20  мM  MES, 20  мM  MOPS, 
20 мM Tricine (pH 6,0), с добавлением 0,5 мМ пи-
ранина. Концентрация липида в растворе соста-
вила 10 мг/мл. Смесь интенсивно встряхивали 
и замораживали при –20 °С. Операцию повто-
ряли три раза. Моноламеллярные липосомы 
получали методом экструзии через поликар-
бонатный фильтр с диаметром пор 100 нм, ис-
пользуя миниэкструдер («Avanti Polar Lipids»). 
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Внелипосомальный пиранин отделяли про-
пусканием через колонку с Sephadex G-50, 
уравновешенную тремя объёмами вышео-
писанного буфера. Измерения проводили на 
спектрофлуориметре Панорама Флюорат-02 
в условиях термостатирования (15 °С). Флу-
оресценцию регистрировали на длине волны 
505 нм при длине волны возбуждения 455 нм. 
В конце каждой записи добавляли K+/H+-об-
менник, ласалоцид А, для полного рассеива-
ния градиента протонов. Для предотвращения 
образования протонного диффузионного по-
тенциала эксперименты проводили в присут-
ствии 10 нМ валиномицина.

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разобщители окислительного фосфори-
лирования стимулируют дыхание изолирован-

ных митохондрий и одновременно снижают их 
мембранный потенциал, поскольку являются 
протонофорами, а дыхательная цепь митохон-
дрий состоит из протонных помп. Стимуляция 
дыхания митохондрий под действием разоб-
щителей не сопровождается увеличением ско-
рости синтеза ATP, то есть в этих условиях про-
исходит рассеивание высвобождающейся при 
окислении химической энергии в тепло. Ранее 
было показано, что Pyr_C и Pyr_D сбрасывают 
мембранный потенциал бактерий и стимули-
руют дыхание митохондрий [5]. В настоящей 
работе мы сравнили между собой стимулирую-
щее действие Pyr_C и Pyr_D на изолированных 
митохондриях печени крысы, а также измери-
ли их действие на мембранный потенциал.

На рис. 2, а показаны примеры увеличения 
скорости дыхания митохондрий под действием 
Pyr_C (кривые 2 и 3) и Pyr_D (кривые 4 и 5) 
с последующим добавлением 100  мкМ  ADP. 
Субстратом дыхания был сукцинат. При до-
бавлении как Pyr_C, так и Pyr_D происходит 

Рис. 4. Ресопрягающее действие 6-кетохолестанола (50 мкМ) при разобщении митохондрий пирроломицином С (Pyr_C, 
100 нМ, кривая 1) и пирроломицином D (Pyr_D, 0,3 мкМ, кривая 2). Показана запись измерения мембранного потен-
циала митохондрий по изменению разности поглощения сафранина О при 555 и 523 нм. Митохондрии энергизовали 
добавлением сукцината (5 мМ) в присутствии ротенона (5 мкМ) и олигомицина. В конце опыта вводили две добавки 
по 100 мкМ DNP. Подробности см. в разделе «Материалы и методы»
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Рис. 5. Действие Pyr_C и Pyr_D на субмитохондриальные частицы. а – Действие пирроломицинов С (Pyr_C, серая 
кривая) и D (Pyr_D, чёрная кривая) на мембранный потенциал субмитохондриальных частиц (СМЧ), измеренный 
по флуоресценции ACMA (0,5 мкг/мл, возбуждение – 410 нм, эмиссия – 480 нм). СМЧ энергизовали добавлением 
NADH (200 мкМ). В конце записей добавляли грамицидин А (0,1 мкг/мл), чтобы полностью сбросить мембранный по-
тенциал СМЧ. б – Зависимости мембранного потенциала СМЧ от концентрации Pyr_C (кривая 2), Pyr_D (кривая 1) и 
КЦХФ (кривая 3). Точки данных представляют собой средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере 
для трёх независимых экспериментов. Среда содержала 100 мМ KCl, 10 мМ HEPES (pH 7,4), 5 мМ MgCl

2
, 0,5 мМ EGTA. 

Концентрация белка – 25 мкг/мл. Подробности см. в разделе «Материалы и методы»

удлинение времени фосфорилирующего дыха-
ния, что выражается в снижении коэффици-
ента ADP/О с  1,95 до  1,48 и далее до  1,32 для 
1,2 мкМ и 2 мкМ Pyr_C, и до 1,16 и далее до 0,97 
при 2  мкМ и  3  мкМ  Pyr_D соответственно. 
На рис. 2, б приведена зависимость скорости 
дыхания митохондрий от концентрации Pyr_C 
(кривая 2) и Pyr_D (кривая 1) в отсутствие до-

бавленного ADP. Обращает на себя внимание 
то, что действующие концентрации Pyr_C 
были ниже по сравнению с Pyr_D. В этой серии 
опытов в среде отсутствовал БСА, который, как 
было показано ранее [5], снижает действующую 
концентрацию пирроломицинов.

На рис. 3 приведены измерения мембран-
ного потенциала митохондрий (сплошные чер-
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ные кривые) при добавлении одинаковых кон-
центраций Pyr_C (рис 3, а) и Pyr_D (рис 3, б). 
В соответствии с данными по дыханию мито-
хондрий, показанными на рис. 2, Pyr_C более 
глубоко снижает мембранный потенциал ми-
тохондрий по сравнению с Pyr_D. Пунктир-
ные кривые на рис. 3 показывают аналогичные 
данные, полученные на препаратах митохон-
дрий, частично лишённых внешней мембра-
ны (митопласты). Видно, что на этих препа-
ратах Pyr_C (а) и Pyr_D (б) сильнее снижают 
мембранный потенциал по сравнению с мито-
хондриями. На рис. 3, в приведены аналогич-
ные данные для другого разобщителя, DNP, 
где различия между митохондриями и препа-
ратами, частично лишёнными внешней мем-
браны, резко уменьшаются. На рис. 3, г при-
ведены величины мембранного потенциала 
при концентрации Pyr_C и Pyr_D – 0,3 мкМ 
для мито хондрий и препаратов, частично ли-
шённых внешней мембраны. Видно, что в слу-
чае Pyr_D различия между митохондриями и 
митопластами достоверные (p < 0,001), тогда 
как в случае Pyr_C различия статистически 
не значимы.

Известно, что разобщающее действие на 
митохондрии для большинства изученных со-
единений чувствительно к 6-кетохолестанолу 
или к ингибитору ADP/ATP-антипортера кар-
боксиатрактилозиду (КАТР) [12, 13]. Например, 

эффект классических сильных разобщителей 
КЦХФ и SF6847 подавляется 6-кетохолестано-
лом  [14], а действие таких разобщителей, как 
DNP и BAM15, частично снимается карбокси-
атрактилозидом [15–17]. Оказалось, что действие 
как Pyr_C, так и Pyr_D на мембранный потен-
циал митохондрий почти полностью снимает-
ся при добавлении 6-кетохолестанола  (рис. 4), 
тогда как КАТР в обоих случаях практически 
не оказывает влияния на снижение мембран-
ного потенциала (данные не показаны). Таким 
образом, Pyr_C и Pyr_D можно отнести к раз-
ряду сильных разобщителей, чувствительных к 
6-кето холестанолу.

Обнаруженные нами существенные разли-
чия в относительной эффективности Pyr_C и 
Pyr_D на митохондриях и препаратах, частично 
лишённых внешней мембраны, указывают на 
возможную роль внешней мембраны митохон-
дрий как фактора, определяющего эти разли-
чия. Для проверки этой гипотезы мы провели 
эксперименты на СМЧ, которые представляют 
собой внутреннюю мембрану митохондрий, но 
в инвертированной ориентации, так что про-
тонные помпы в этой системе качают протоны 
внутрь таких замкнутых частиц. На  рис.  5, а 
приведён пример влияния Pyr_C и Pyr_D на 
мембранный потенциал СМЧ, оценённый с 
помощью флуоресцентного индикатора ACMA. 
В этой системе, в отличие от митохондрий, 

Рис. 6. Индукция протонной проводимости липосом под действием пирроломицинов С (Pyr_C, 0,3 нМ, кривая 1) и 
D (Pyr_D, 0,3 нМ, кривая 2). Дана зависимость флуоресценции рН-зонда пиранина (возбуждение – 455 нм, регистра-
ция – 505 нм), нагруженного в липосомы, от времени до и после добавления аликвоты KOH, которая сдвигает рН рас-
твора от 6 до 8. В конце каждой пробы добавляли K+/H+-обменник ласалоцид А (1 мкМ) для полного рассеивания гра-
диента рН на мембране
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Pyr_D действует существенно активнее, чем 
Pyr_C, снижая мембранный потенциал сильнее 
при одинаковых концентрациях. В конце опыта 
добавляли грамицидин  А, который полностью 
сбрасывает мембранный потенциал на СМЧ. 
Обращает на себя внимание тот факт, что для 
сброса потенциала в этой системе требуются 
очень низкие концентрации Pyr_D. Так, [I]

50
 для 

Pyr_D составляет около 10 нМ (рис. 5, б), что 
существенно ниже, чем у КЦХФ (500 нМ) [18]. 
Насколько мы знаем, такие низкие разобщаю-
щие концентрации Pyr_D являются рекордны-
ми для СМЧ. Более мощное протонофорное 
действие, Pyr_D, перекликается с данными, 
полученными на искусственных БЛМ, где так-
же Pyr_D был активнее Pyr_C и оба они были 
намного сильнее КЦХФ [5]. Мы решили про-
верить этот результат на другой искусственной 
мембранной системе – липосомах, нагружен-
ных рН-индикатором, пиранином.

Рис. 6 показывает, что добавление 0,3 нМ 
Pyr_D приводит к выравниванию рН на липо-
сомах примерно за 3 мин после сдвига рН с 6 
до 8 (кривая 1). Выравнивание рН при добав-
лении той же концентрации Pyr_C происходит 
медленнее (кривая 2) и требует около 10 мин 
для завершения процесса. В контрольных опы-
тах без добавления пирроломицина за 10 мин 
после сдвига внешнего рН внутренний рН из-
меняется слабо (кривая 3). В этой системе тре-
буется добавлять десятки наномолей КЦХФ, 
чтобы заметно ускорить кинетику выравнива-
ния рН [19]. Таким образом, ряд протонофор-
ной активности изученных разобщителей на 
липосомах совпадает с рядом протонофорной 
активности на плоских БЛМ [5] и с рядом раз-
общающей активности на СМЧ (рис. 5).

Важной информацией о механизме ра-
боты протонофора является рН-зависимость 
его активности, измеренная на плоской БЛМ. 
Для типичного протонофора, такого как DNP 
или КЦХФ, рН-зависимость представляет со-
бой колокол с максимумом при рН в райо-
не pK

a
 [20]. На рис. 7, а представлена рН-зави-

симость тока БЛМ, индуцированного Pyr_D. 
Экспериментальная рН-зависимость хорошо 
аппроксимируется теоретическим уравнени-
ем (серая линия), которое ранее было получе-
но для случая переноса протона переносчи-
ком [20–22]:

(1)

где K – константа протонирования прото-
нофора, ki и kn – кинетические константы 
транслокации для заряженной и нейтральной 
формы протонофора. В соответствии с пред-

положением о том, что величина kn больше, 
чем  ki, максимум рН-зависимости сдвинут 
вправо от точки pK

a
 = 7,8, которая была опре-

делена путём фиттирования эксперименталь-
ных данных уравнением (1). Оцененная вели-
чина pK

a
 близка к таковой у 2,4-дихлорфенола 

с pK
a
  =  7,9. Известно, что ток  БЛМ, который 

индуцируют анионные протонофоры (вклю-
чая КЦХФ), снижается под действием флоре-
тина, тогда как ток катионных протонофоров, 
напротив, растёт при добавлении флорети-
на [23, 24]. Это происходит потому, что фло-
ретин снижает дипольный потенциал фосфо-
липидных мембран [23]. На рис. 7, б показано 
действие флоретина на ток БЛМ, индуциро-
ванный Pyr_D. Поскольку флоретин снижает 
ток, можно сделать вывод, что Pyr_D является 
анионным протонофором.

На рис. 7, в показаны записи тока, инду-
цированного на БЛМ Pyr_D при приложении 
скачка потенциала в 25 мВ при щелочных зна-
чениях рН среды инкубации. В этих услови-
ях стационарный ток близок к нулю, однако в 
начальный момент времени наблюдается су-
щественно больший ток, который спадает в 
течение десятков миллисекунд. По аналогии 
с работой по изучению свойств протонофора 
КЦХФ [21] можно предположить, что этот про-
цесс связан с транслокацией анионной формы 
Pyr_D с одной стороны мембраны на другую 
сторону. Низкая величина стационарного тока 
говорит тут о том, что процесс связывания 
Pyr_D с поверхностью мембраны довольно 
медленный, что приводит к истощению связан-
ной формы Pyr_D с одной стороны мембраны 
через некоторое время после приложения на-
пряжения. Кинетики релаксации тока хорошо 
аппроксимируются моноэкспоненциальными 
кривыми (серые кривые на рис. 7, в). На встав-
ке к рис. 7, в дана зависимость характерного 
времени релаксации τ от рН среды. Видно, что 
с ростом рН время релаксации тока увеличи-
вается. Это означает, что в кинетику трансло-
кации вносит вклад процесс протонирования/
депротонирования Pyr_D и транспорт прото-
нированной формы через мембрану.

Суммируя, можно заключить, что в случае 
чисто липидных мембран – липосом (рис. 6) 
или БЛМ [5] – Pyr_D действительно являет-
ся более сильным анионным протонофором 
по сравнению с Pyr_C. Можно предположить, 
что более эффективное действие Pyr_C на ми-
тохондриях связано с низкой проницаемостью 
внешней мембраны митохондрий для Pyr_D. 
Действительно, Pyr_D более активен на систе-
ме СМЧ, которая представляет собой препа-
рат внутренней мембраны митохондрий. Ранее 
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Рис. 7. Действие Pyr_D на плоские БЛМ. а – рН-зависимость тока на бислойной липидной мембране (БЛМ), индуци-
рованного пирроломицином D (30 нМ). БЛМ была сформирована из деканового раствора дифитаноилфосфатидилхо-
лина. Потенциал на БЛМ был 50 мВ. Среда, омывающая мембрану, содержала 10 мМ Tris, 10 мМ MES, 10 мМ бета-ала-
нин, 10 мМ KCl. Точки данных представляют собой средние значения ± стандартные отклонения по меньшей мере для 
трёх независимых экспериментов. Серая кривая является аппроксимацией экспериментальных точек уравнением (1) 
со следующими параметрами: pK

a
 = 7,8, отношение проницаемости нейтральной и анионной формы – 970. б – Дей-

ствие флоретина (5 мкМ) на ток БЛМ, индуцированный Pyr_D (100 нМ). Опыт ставили в вышеописанных условиях 
при рН 7,0. в – Запись тока БЛМ в присутствии 30 нМ Pyr_D при приложении к мембране +25 мВ в момент времени 
t = 0 с. Серые линии – моноэкспоненциальные кривые с показателем времени 18 мс (кривая 1, рН 10,1), 20 мс (кри-
вая 2, рН 10,7), 43 мс (кривая 3, рН 11,5) и 82 мс (кривая 4, рН 11,9). Вставка: рН-зависимость времени релаксации 
тока τ. Состав среды: 50 мМ KCl, 5 мМ Na

2
B

4
O

7

3
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было показано, что действие пептидного ка-
налоформера грамицидина А на митохондрии 
также сильно затрудняется наличием у них 
внешней мембраны [25]. Грамицидин А явля-
ется очень гидрофобным соединением, и его 
выход в водную фазу из мембраны практически 
не происходит. Проницаемость веществ через 
мембраны сильно зависит от гидрофобности и 
для гидрофильных соединений растёт с ростом 
гидрофобности (так называемое правило Овер-
тона), однако при увеличении гидрофобности 
выше какого-то порога происходит снижение 
проницаемости [26] из-за «застревания» в мем-
бране. Pyr_D должен быть более гидрофобным 
по сравнению с Pyr_C, поскольку у него на один 
хлорный заместитель больше. Как известно, 
введение хлора в скелет молекулы приводит к 
увеличению коэффициента распределения ок-
танол–вода примерно в  3–5 раз. Сам перенос 
протонов по челночному механизму работы ги-
дрофобного протонофора может не требовать 
выхода в водную фазу, как это было показано в 
случае КЦХФ [27].

Ранее было показано, что один из природ-
ных пирроломицинов, диоксипирроломицин, 
который работает в наномолярном диапазоне 
концентраций, является сильным разобщи-
телем окислительного фосфорилирования на 
митохондриях [28]. Следует сказать, что в отли-
чие от Pyr_C и Pyr_D, диоксипирроломицин не 
является фенолом и его протон-транспортные 
свойства, по всей видимости, определяются 
протоном при атоме азота в пиррольном фраг-
менте. Было показано, что введение эпокси-
метильной группы в это положение приводит 
к потере разобщающей активности на изоли-
рованных митохондриях, однако полученные 
производные сохраняют сильное инсектицид-
ное действие, что связывается со способно-
стью неспецифических оксидаз насекомых к 
ферментативному отщеплению эпоксиметиль-
ной группы [29]. В то же время эти соединения 
оказывают лишь слабое токсическое действие 
на клетки млекопитающих и растений. Такие 
свойства позволили широко использовать 
препарат хлорфенапир (chlorfenapyr) в каче-
стве эффективного инсектицидного средства в 
сельском хозяйстве.

В заключение обсудим возможность ис-
пользования пирроломицинов не в качестве 
антибиотиков или инсектицидов, а в качестве 
потенциальных препаратов для борьбы с ожи-
рением. Важным преимуществом пирроло-
мицинов является то, что они представляют 
собой природные соединения. Другой природ-
ный разобщитель, усниновая кислота, широко 
используется как «сжигатель жира», при этом 
использование синтетического протонофора 
DNP было запрещено. Для того чтобы подойти 
к использованию пирроломицинов для борьбы 
с ожирением необходимо найти те дозы, кото-
рые уже стимулируют окислительный метабо-
лизм в организме животных, но ещё не вызы-
вают токсического действия или выраженных 
побочных эффектов. В качестве первого шага 
такой работы можно рассмат ривать опублико-
ванные данные для Pyr_C и Pyr_D по цитоток-
сичности для клеток HEK-293 [5]. Дальнейшая 
работа на крысах in  vivo покажет, насколько 
пирроломицины подходят для таких целей.
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THE ANTIBIOTIC PYRROLOMYCIN 
AS AN EFFECTIVE MITOCHONDRIAL UNCOUPLER

A. M. Firsov, L. S. Khailova, T. I. Rokitskaya, E. A. Kotova, and Y. N. Antonenko*

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

Pyrrolomycins C (Pyr_C) and D (Pyr_D) are antibiotics produced by Actinosporangium and Streptomyces. 
Their antimicrobial action consists in depolarization of the bacterial membrane, leading to suppression of 
bacterial bioenergetics through uncoupling of oxidative phosphorylation. This phenomenon is based on the 
protonophoric action of pyrrolomycins [Valderrama et al., Antimicrob Agents Chemother. (2019) 63, e01450]. 
Here, we studied the eff ect of pyrrolomycins on isolated rat liver mitochondria. Pyr_C appeared to be more 
active than Pyr_D and uncoupled mitochondria in the submicromolar concentration range, which manifested 
itself in depolarization of the mitochondrial membrane and stimulation of mitochondrial respiration. In the 
case of mitoplasts, i.e., mitochondria with impaired integrity of the outer membrane, the diff erence in the 
action of these antibiotics was signifi cantly reduced. In the case of “inverted” submitochondrial particles 
(SMPs), on the contrary, Pyr_D appeared to be a more active uncoupler, which caused collapse of membrane 
potential in SMPs at nanomolar concentrations. The protonophoric activity of Pyr_D on a planar bilayer 
lipid membrane (BLM) had a maximum at pH around 9, i.e., close to the pKa of this compound. Pyr_D 
behaved as a typical anionic protonophore, with the activity on BLM being decreased by the dipole modifi er 
phloretin. The diff erence between the protonophoric eff ects of pyrrolomycins C and D on mitochondria and 
on lipid membranes were attributed to a higher ability of Pyr_C to penetrate through the outer mitochondrial 
membrane.

Keywords: pyrrolomycin, mitochondria, uncoupler, protonophore, respiration, membrane potential
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Почечно-клеточный рак является наиболее распространенным урологическим злокачественным 
новообразованием с высокой летальностью и низким уровнем выявляемости. Одним из подходов 
для улучшения диагностики может быть поиск новых неинвазивных биомаркеров, представленных 
в жидкой биопсии, и более чувствительных методов их детекции. Известно, что раково-сетчаточ-
ные антигены аберрантно экспрессируются в злокачественных опухолях и присутствуют в жидкой 
биопсии в крайне низких концентрациях. С помощью разработанного нами мультиплексного им-
муноанализа с пределом детектирования 0,1 пг/мл мы исследовали мочу и сыворотку 89 больных 
почечно-клеточным раком и 50 неонкологических пациентов на присутствие раково-сетчаточных 
антигенов: аррестина, рековерина, родопсинкиназы и трансдуцина. Для оценки различий между 
почечно-клеточным раком и контролем использовали критерий χ2. Результаты показали высокую 
диагностическую эффективность комбинации аррестина и рековерина: при пороге 0,1 пг/мл чув-
ствительность составила 96%, специфичность – 92%, AUC = 0,96 (95%-ный доверительный интер-
вал 0,93–0,99). Через 7 дней после нефрэктомии концентрации антигенов вернулись к уровням, ха-
рактерным для контрольной группы. Таким образом, комбинация аррестина с рековерином может 
служить диагностическим неинвазивным мочевым биомаркером почечно-клеточного рака.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: раково-сетчаточные антигены, почечно-клеточный рак, иммуноанализ, магнитные 
частицы.

DOI: 10.31857/S0320972522070041, EDN: AVPWKD

Принятые сокращения: ДИ – доверительный интервал; ПКР – почечно-клеточный рак; AUC – площадь под 
ROC-кривой; CAIX – карбоангидраза IX; RKIP – белок-ингибитор Raf-киназы; PLIN2 – перилипин-2.

* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Почечно-клеточная карцинома (почеч-
но-клеточный рак, ПКР) является наиболее 
распространенным урологическим злокаче-
ственным новообразованием с высокой смерт-
ностью. Существующие методы диагностики, 
компьютерная (КТ) или магнитно-резонансная 
томография (МРТ) с контрастным усилением и 
даже ультразвуковое исследование (УЗИ), об-
ладают достаточно высокой диагностической 
точностью. Тем не менее эти методы не всег-
да позволяют дифференцировать доброкаче-
ственные опухоли почки. Иногда пациенты не 
готовы получать, пусть и небольшую, лучевую 
нагрузку при КТ, если при УЗИ возникли подо-
зрения. Кроме того, лучевые методы не всегда 
позволяют проводить контроль за системной 
таргетной или иммунотерапией, за радикаль-
ностью удаления опухоли или её разрушения 
при криоабляции и т.д. Поэтому для получения 
дополнительных диагностических возможно-
стей стали уделять внимание анализу различ-
ных биомаркеров.

В настоящее время в качестве диагности-
ческих, предиктивных или прогностических 
биомаркеров ПКР рассматриваются белковые 
маркеры, специфичные для опухолевой ткани 
[1–6], сигнатуры экспрессии генов [6–8] и тка-
невой экспрессии микроРНК [14, 15], мутации 
генов [9–13] и др. Очевидно, что молекуляр-
ные биомаркеры ПКР, представленные в жид-
кой биопсии, предпочтительнее полученных из 
опухолевой ткани ввиду неинвазивной проце-
дуры взятия образцов. Удивительно, но анализ 
сыворотки крови или мочи при диагностике 
ПКР встречается в литературе гораздо реже, 
чем при других злокачественных новообразо-
ваниях [16]. В частности, крайне мало данных 
о белках крови, используемых в качестве диа-
гностических и прогностических биомаркеров 
ПКР [17–19]. Наиболее перспективными ка-
жутся белковые мочевые маркеры, поскольку 
моча обычно содержит намного меньше общего 
белка, чем сыворотка, и образцы для анализа 
легко получить. Кроме того, учитывая, что при 
ПКР моча находится в непосредственном кон-
такте с опухолью, можно ожидать от таких био-
маркеров повышенной эффективности.

На сегодняшний день биомаркеры рака мо-
чевыводящих путей подробно описаны в книге 
Дакубо [20] и в недавно опубликованных об-
зорах, например, в работе [21]. Из многочис-
ленных мочевых биомаркеров аквапорин-1 
с перилипином-2 (PLIN2), карбоангидра-
за IX (CAIX), белок, ингибирующий Raf-ки-
назу (RKIP), белок ядерного матрикса-22, 

белок 14-3-3 β/α и липокалин, ассоциирован-
ный с нейтрофильной желатиназой, считаются 
наиболее перспективными в диагностике рака 
почки. Для детекции мочевых биомаркеров ис-
пользуют различные аналитические методы, и 
их характеристикам в последнее время уделя-
ют повышенное внимание [21]. В большинстве 
случаев применяют наборы для ИФА. Однако 
для повышения чувствительности в ряде слу-
чаев используют Вестерн-блоттинг, например, 
для обнаружения PLIN2 [22, 23]. В дальнейшей 
работе Hu et al. показали, что PLIN2 в моче 
может быть более надежно обнаружен с помо-
щью биоплазмонного анализа на бумаге [24]. 
Для идентификации RKIP была использова-
на масс-спектрометрия [25]. В дополнение к 
упомянутым маркерам, которые проходят ва-
лидацию, с помощью других методов, напри-
мер, жидкостной хроматографии в сочетании с 
масс-спектрометрией в моче были обнаружены 
белки, также классифицированные как био-
маркеры ПКР [26]. К сожалению, несмотря на 
некоторые достижения, ни один из этих под-
ходов до сих пор не апробирован для примене-
ния в клинической практике. Некоторые био-
маркеры не прошли валидацию из-за низкой 
чувствительности или специфичности, несо-
ответствий в дизайне исследования или вариа-
бельности анализа.

Одним из путей решения этих проблем 
является поиск новых надежных биомарке-
ров с использованием высокочувствительных 
технологий [27]. Как было показано ранее, в 
злокачественных опухолях аберрантно экс-
прессируется ряд белков, специфичных для 
иммунопривилегированных зон, таких как фо-
торецепторные белки (рековерин, аррестин, 
трансдуцин, родопсинкиназа и др.) [28–31]. 
Известно, что аутоантитела против рекове-
рина, аррестина, трансдуцина и родопсина 
иногда обнаруживаются в сыворотках крови 
пациентов с меланома-ассоциированным син-
дромом ретинопатии [30–32]. Однако работ 
по выявлению раково-сетчаточных антигенов 
в жидкой биопсии больных ПКР, насколько 
нам известно, на настоящий момент не опуб-
ликовано. Основываясь на идее о том, что ис-
пользование высокочувствительных техноло-
гий может помочь в поиске новых надежных 
биомаркеров, мы сосредоточились на раково-
сетчаточных антигенах, которые ранее не рас-
сматривались в качестве биомаркеров ПКР в 
моче или сыворотке крови. Целью нашего ис-
следования являлась проверка гипотезы о том, 
что низкие концентрации раково-сетчаточных 
антигенов в жидкой биопсии могут являться 
перспективными диагностическими и предик-
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тивными биомаркерами ПКР. В данной работе 
мы модифицировали метод иммуноанализа на 
микрочипах с детекцией магнитными части-
цами, который ранее показал ультравысокую 
чувствительность при определении широкого 
спектра аналитов [33–36], и использовали его 
для обнаружения четырех антигенов, аррести-
на, рековерина, родопсинкиназы и трансдуци-
на, в моче и сыворотке пациентов с ПКР и лю-
дей без онкологических заболеваний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Реагенты и мембрана из реге-
нерированной целлюлозы (толщина 40 мкм) 
приобретены в «Sigma-Aldrich» (США). Кар-
боксилированные магнитные частицы (1 мкм, 
Dynabeads MyOne) приобретены в «Invitrogen» 
(США). Получение рекомбинантных антиге-
нов и антител описано в Приложении.

Пациенты и образцы. Исследования про-
водились в соответствии с Хельсинкской де-
кларацией 1975 г., пересмотренной в 2008 г., и 
одобрены Этическим комитетом Сеченовского 
университета (№10-18; 17/11/2018). Предвари-
тельно от всех пациентов было получено пись-
менное согласие на участие в исследовании. 
Сбор образцов мочи проводился в Институте 

урологии и репродуктивного здоровья Сече-
новского университета в 2019–2021 гг. Диагноз 
ПКР был подтверждён гистологическим иссле-
дованием образцов ткани, полученных в ходе 
оперативного лечения. Характеристики паци-
ентов представлены в табл. 1. У пациентов с 
pT3-pT4 выполняли регионарную лимфаденэк-
томию и оценивали наличие поражения лим-
фатических узлов. Образцы мочи, сыворотки и 
опухолевой ткани хранили при −80 °С.

Проведение иммуноанализа. Процедура из-
готовления белковых микрочипов описана в 
Приложении. Микрочипы помещали в про-
бирки с образцом (1–1,5 мл) и инкубировали в 
течение ночи при 4 °С при вращении со скоро-
стью 20 об./мин. Микрочип промывали водой 
и фиксировали в проточной ячейке, описанной 
ранее [27], под которую устанавливали магнит. 
Суспензию магнитных частиц, конъюгирован-
ных с антителами к аррестину, рековерину, 
трансдуцину и родопсинкиназе, с общей кон-
центрацией 5 × 10−4% прокачивали через ячей-
ку в течение 2–3 мин со скоростью 10 мкл/мин. 
Изображения микрочипа получали с помощью 
оптического микроскопа с темнопольным ос-
ветителем.

Статистическая обработка результатов. 
Изображения микрочипов обрабатыва-
ли, как описано в [19, 20] и в Приложении. 

Таблица 1. Характеристики пациентов, участвовавших в исследовании

Характеристики ПКР Контроль

Общее число пациентов 89 50

Средний возраст (диапазон), годы 59 (31–88) 66 (42–82)

Пол
мужской 52 31

женский 37 19

Тип опухоли

светлоклеточный рак 68

н/п
хромофобный рак 6

папиллярный рак (тип 1 + тип 2) 14

дефицит сукцинат-дегидрогеназы 1

Стадия опухоли

T1a 53

н/п

T1b 22

T2 3

T3 10

T4 1

Примечание. В контрольной группе 25 пациентов имели диагноз мочекаменная болезнь, 18 – доброкачественная гипер-
плазия предстательной железы, 3 – стриктура уретры, 3 – гидронефроз и 1 – кисты почки. н/п – не применимо.
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Пустое пространство вокруг пятен использо-
вали для расчета фона. Типичные фоновые 
значения варьировались в диапазоне 0–500 и 
0–1000 частиц/мм2 для мочи и сыворотки со-
ответственно. Поскольку площадь пятна со-
ставляла (2,0 ± 0,5) × 104 мкм2, эти значения 
соответствуют 0–10 и 0–20 частиц на пятно. 
Для построения калибровки (рис. 1) исполь-
зовали пределы погрешности 2 × (стандартное 
отклонение сигнала). Анализ считали положи-
тельным, если значение сигнала превышало 
(среднее значение фона) + 2,5 × (стандартное 
отклонение фона). Для оценки различий меж-
ду ПКР и контрольной группой использовали 
тест χ2. Для расчета доверительных интервалов 
(ДИ) значений площади под кривой (AUC) 
использовали бинормальную модель [37]. Для 
концентраций раково-сетчаточных антигенов 
в моче рассчитывали коэффициенты корре-
ляции Спирмена. Статистическая обработка 
данных проводилась в программном пакете 
Origin Pro 2018.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Характеристика пациентов, включенных в 
исследование. Количество участвующих паци-
ентов было выбрано как минимум таким же, 

как обычно принято в подобных исследовани-
ях [23, 25]. В общей сложности были обследо-
ваны и включены в исследование 89 пациентов 
с ПКР (табл. 1): 68 пациентов со светлоклеточ-
ным раком, 6 – с хромофобным, 14 – с папил-
лярным (типы 1/2) и 1 – с дефицитом СДГ, а 
также 50 контрольных пациентов с мочекамен-
ной болезнью, доброкачественной гиперплази-
ей предстательной железы, простыми кистами 
почек, стриктурой уретры и гидронефрозом.

Мультиплексный ультрачувствительный им-
муноанализ на раково-сетчаточные антигены. Из 
списка известных раково-сетчаточных антиге-
нов [6] были выбраны четыре: аррестин, реко-
верин, трансдуцин и родопсинкиназа. Для раз-
работки «сэндвич»-иммуноанализа отбирали 
пары антител. Подробности приведены в При-
ложении. Микрочипы изготавливали путём 
электрораспыления связывающих антител на 
мембрану из регенерированной целлюлозы по 
схеме, представленной на рис. 1, а. Ультравы-
сокую чувствительность анализа обеспечивает 
детекция связанных на поверхности микрочи-
па аналитов магнитными частицами, которые 
хорошо видны в микроскопе с темнопольным 
осветителем (рис. 1, б). Микрочипы обеспечи-
вают безопасное применение в потенциально 
опасных биологических образцах, при этом 
используемое оборудование не контактирует 

Рис. 1. а – Дизайн микрочипа, используемого в иммуноанализе. A, R, K и T обозначают пятна антител, специфичных 
к аррестину, рековерину, родопсинкиназе и трансдуцину соответственно; знак + означает положительный контроль – 
пятно рекомбинантного рековерина; б, в – изображения микрочипов, полученные при одновременном иммуноанализе 
0,1 нг/мл (б) и 0,1 пг/мл (в) каждого из четырех аналитов; г – калибровочные кривые, общие для всех аналитов, осно-
ванные на методе расчета сигнала по количеству частиц в пятне (пунктирная черная кривая) и по усовершенствованной 
методике (сплошная красная кривая)
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с образцом. Значение предела детектирования 
0,1 пг/мл было достигнуто для всех четырёх 
аналитов (рис. 1, в). Чтобы уменьшить боль-
шие вариации сигнала (рис. 1, г), была введена 
коррекция, описанная в Приложении, кото-
рая позволила также увеличить динамический 
диапазон на два порядка (рис. 1, г и рис. Д1 в 
Приложении). Общая калибровочная кривая 
для всех аналитов показана на рис. 1, г (чер-
ная кривая), а статистически неразличимые 
кривые для отдельных антигенов приведены 
на рис. Д2 в Приложении. Таким образом, мы 
разработали способ, который может оценивать 
концентрации четырех антигенов в диапазоне 
0,1–10 пг/мл с точностью полпорядка.

Обнаружение раково-сетчаточных антигенов 
в моче и сыворотке больных ПКР и контрольной 
группы. Мы сравнили содержание раково-сет-
чаточных антигенов в образцах сыворотки и 
мочи больных ПКР, собранных до нефрэк-
томии, с контрольной группой. После анали-
за сыворотки крови от 25 пациентов с ПКР и 
15 контрольных пациентов стало ясно, что ни 
один из использованных биомаркеров не об-
ладает предсказательной силой. Соответствую-
щие кривые ROC, представленные на рис. Д3 
в Приложении, дают значение AUC 0,5 ± 0,1. 
Вследствие чего анализы сыворотки крови 
больных больше не проводились.

Мочевые биомаркеры оказались более эф-
фективными, и для них было собрано больше 
данных. Для оценки предварительных значе-

ний их эффективности использовали образцы 
мочи 59 больных ПКР и 50 контрольных па-
циентов. Репрезентативные примеры изобра-
жений микрочипов представлены на рис. 2. 
Расчетные значения AUC для родопсинкиназы 
и трансдуцина составили 0,65 (95% ДИ 0,55–
0,76) и 0,64 (95% ДИ 0,54–0,75) соответственно 
(рис. 3, а). Учитывая то, что аррестин и рекове-
рин показали более высокую эффективность, в 
их случае было дополнительно проанализиро-
вано 30 образцов мочи пациентов с ПКР, так 
что общее количество образцов составило 89. 
Окончательные оценки AUC для аррестина и 
рековерина составили 0,93 (95% ДИ 0,89–0,97) 
и 0,82 (95% ДИ 0,75–0,89). Гистограммы, по-
казывающие распределение содержания анти-
генов в образцах мочи при ПКР и контролях, 
представлены на рис. 3, б. Общие результаты 
анализа образцов мочи и сыворотки, по кото-
рым были оценены значения AUC, приведены 
в табл. Д1 (пациенты с ПКР) и Д2 (контрольная 
группа) в Приложении. Недостаточное количе-
ство точек на кривых ROC на рис. 3, а и рис. Д3 
в Приложении связано с полуколичественным 
характером нашего анализа, при котором до-
ступны только пять пороговых значений: 0,1, 
0,3, 1, 3 и 10 пг/мл, как обсуждалось выше. При 
пороге 0,1 пг/мл аррестин показал чувстви-
тельность 89% и специфичность 94%, а рекове-
рин – чувствительность 66% и специфичность 
96%. Наилучшие результаты были достигнуты 
при использовании комбинации аррестина с 

Рис. 2. Репрезентативные примеры результатов иммуноанализа мочи пациентов с ПКР (а) и контрольной группы (б). 
Номера соответствуют обозначениям в табл. Д1 (а) и Д2 (б) в Приложении. Масштабная линейка является общей для 
всех изображений
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рековерином, когда тест считался положитель-
ным, если концентрация любого из этих био-
маркеров превышала 0,1 пг/мл. В этом случае 
соответствующее значение AUC составило 0,96 
(95% ДИ 0,93–0,99), при этом значения чув-
ствительности и специфичности достигли 96% 
и 92% соответственно, что является одним из 

лучших показателей среди всех опубликован-
ных биомаркеров ПКР в сыворотке и моче. 
Можно также отметить значительные поло-
жительные попарные корреляции между кон-
центрациями различных антигенов в моче па-
циентов с ПКР (табл. Д3 в Приложении). Если 
предположить, что концентрация этих биомар-

Рис. 3. а – ROC-кривые для обнаружения в моче четырех отдельных антигенов (цветные линии) и комбинации арре-
стина и рековерина (черная линия); б – распределение концентраций антигенов в моче пациентов с ПКР (красный) и 
контрольной группы (зеленый). Размер выборки составил 50 человек из контрольной группы, 59 (для родопсинкиназы 
и трансдуцина) и 89 (для аррестина и рековерина) пациентов с ПКР. Значения р-критерия χ2 для различий между ПКР и 
контрольными группами были <10−10 для аррестина и его комбинации с рековерином; 10−9 – для рековерина; 0,02 – для 
родопсинкиназы и 0,01 – для трансдуцина
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керов в моче определяется их аберрантной экс-
прессией в опухолевой ткани, то этот резуль-
тат закономерен, так как уровни экспрессии в 
группе близкородственных генов могут иметь 
положительную корреляцию.

Уровень раково-сетчаточных антигенов после 
хирургического лечения ПКР. Если раково-сет-
чаточные антигены, обнаруженные в моче, 
имеют опухолевое происхождение, то после 
удаления опухоли они должны исчезнуть. В 
группе ПКР мы отобрали 10 пациентов, у ко-
торых были обнаружены антигены, и проана-
лизировали образцы мочи, собранные через 
7 дней после нефрэктомии. Результаты анали-
за представлены в табл. 2. Во всех случаях со-
держание аррестина и рековерина в моче было 
ниже предела детектирования. Родопсинкиназа 
и трансдуцин были обнаружены в одном и двух 
образцах соответственно, что согласуется с их 
относительно низкими значениями специфич-
ности. Эти данные подтверждают, что данные 
антигены имеют опухолевое происхождение и 
при удалении опухоли исчезают вместе с ней.

Содержание раково-сетчаточных антигенов 
в моче больных с различными стадиями и фор-
мами ПКР. Наконец, мы исследовали, влияет 
ли на содержание аррестина и рековерина в 
моче конкретная форма и стадия опухоли. Мы 
не нашли существенных различий между груп-
пами светлоклеточного, хромофобного и па-
пиллярного ПКР (рис. Д4, А в Приложении), 
что позволяет предположить, что аберрантная 
экспрессия раково-сетчаточных антигенов 

является общей чертой различных опухолей. 
Стадия опухоли также не влияет на концен-
трации данных антигенов в моче, как показано 
на рис. Д4, Б в Приложении. Вполне вероят-
но, что не размер опухоли, а другие её харак-
теристики, такие как способность эффективно 
промываться мочой, определяют высвобожде-
ние антигенов в мочу.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Очевидно, что открытие новых молеку-
лярных маркеров для раннего выявления и 
прогнозирования ПКР по-прежнему остается 
сложной задачей для исследователей. В дан-
ной работе мы отмечаем полезность жидкой 
биопсии для обнаружения продуктов опухо-
левых клеток, а именно раково-сетчаточных 
антигенов. Наши данные свидетельствуют о 
том, что некоторые из них практически всег-
да экспрессируются при злокачественных 
опухолях почки. В то же время имеющиеся в 
литературе данные об экспрессии этих био-
маркеров в других тканях злокачественных 
опухолей демонстрируют более низкую час-
тоту встречаемости. При меланоме все раково-
сетчаточные антигены выявлялись в ткани 
не более чем в 80% случаев как на белковом 
уровне (Вестерн-блоттинг), так и с помощью 
мРНК (RТ-PCR) [31]. Экспрессия рековерина 
наблюдалась в 10–40% случаев рака легкого, 
желудка и толстой кишки [38, 39]. Экспрессия 

Таблица 2. Концентрация антигенов в моче до удаления опухоли и через семь дней после

Пациент №
Aррестин Рековерин Родопсинкиназа Tрансдуцин

До После До После До После До После

2 0,1–0,3 < 0,1 < 0,1 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1

6 0,3–1 < 0,1 0,3–1 < 0,1 0,3–1 < 0,1 0,3–1 < 0,1

9 3–10 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 0,3–1 < 0,1

12 3–10 < 0,1 0,3–1 < 0,1 0,3–1 < 0,1 0,3–1 < 0,1

15 0,3–1 < 0,1 > 10 < 0,1 1–3 < 0,1 3–10 < 0,1

29 1–3 < 0,1 1–3 < 0,1 1–3 0,1–0,3 0,3–1 < 0,1

40 0,1–0,3 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 0,3–1 0,3–1

41 0,1–0,3 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 1–3 < 0,1

52 0,1–0,3 < 0,1 0,1–0,3 < 0,1 < 0,1 < 0,1 0,1–0,3 0,3–1

72 1–3 < 0,1 1–3 < 0,1 – – – –

Примечание. Пациенты пронумерованы в соответствии с табл. 1 в Приложении.
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аррестина и рековерина в опухолевых тканях 
больных ПКР составила 59% и 68% случаев 
соответственно [19, 28]. При этом аутоантите-
ла к аррестину были обнаружены в сыворотке 
крови у 76% больных ПКР [19]. Это означает, 
что частота появления аутоантител к аррестину 
выше, чем самого аррестина, то есть аррестин 
экспрессируется в количествах, недостаточных 
для детекции с помощью иммуногистохимии, 
но достаточно больших, чтобы вызвать иммун-
ный ответ. Таким же образом можно объяснить 
и наши результаты. Даже если уровни экспрес-
сии биомаркеров крошечные, они вымывают-
ся из опухоли в мочу, а ультрачувствительный 
анализ позволяет их обнаружить, несмотря на 
то что в миллилитре содержится около милли-
она молекул. Кроме того, мочевые биомаркеры 
определяются надежнее по сравнению с сыво-
роткой, поскольку белки, попадающие в кро-
воток, более разбавлены и могут метаболизи-
роваться быстрее.

В настоящее время аквапорин-1 и пери-
липин-2 отмечены как наиболее перспектив-
ные биомаркеры ПКР с чувствительностью и 
специфичностью 95% и 91% соответственно; в 
комбинации они показали 100% чувствитель-
ность и 95% специфичность [23]. Точно так 
же комбинация RKIP с его фосфорилирован-
ной формой продемонстрировала наибольшую 
диа гностическую и прогностическую ценность 
при выявлении ПКР [25]. Závada et al. [40] со-
общили, что CAIX в моче является биомарке-
ром обнаружения ПКР с чувствительностью 
70% и специфичностью 100% по сравнению с 
пациентами с доброкачественными урологи-
ческими опухолями. Однако, поскольку кон-
центрации CAIX оказались слишком низкими у 
пациентов с ПКР, были введены предваритель-
ное концентрирование мочи и более сложный 
метод Вестерн-блоттинга, что снизило потен-
циал широкого использования этого биомарке-
ра. Уникальная высокая специфичность CAIX 
может быть использована для улучшения пер-
спектив его скрининга путем объединения его 
с другими потенциальными биомаркерами, де-
монстрирующими высокую чувствительность 
и низкую специфичность, в частности, при их 
детекции более чувствительными методами 
мультиплексного анализа. В целом, идея о том, 
что использование биомаркеров с разными 
характеристиками чувствительности и спец-
ифичности в одном анализе может улучшить 
диа гностику рака, представляется весьма при-
влекательной и обоснованной [21]. Мы пока-
зали, что использование многокомпонентного 
микрочипа для одновременного определения 
аррестина и рековерина приводит к чрезвы-

чайно высоким значениям чувствительности и 
специфичности. При этом после хирургическо-
го удаления злокачественной опухоли уровень 
этих антигенов в моче снижается до нуля. Таким 
образом, можно ожидать, что эти биомаркеры 
будут очень эффективны при последующем на-
блюдении пациентов после нефрэктомии или 
других инвазивных процедур.

Следует обсудить проблему точности наше-
го анализа. Точность измерения концентрации 
составляла примерно половину десятичного по-
рядка, что делает наш анализ полуколичествен-
ным. По этой причине мы не нормировали 
концентрацию мочевых биомаркеров по креа-
тинину [22, 25]. Можно заключить, что приме-
нение нашего теста для качественного анализа 
представляется наиболее перспективным.

Наконец, для любого высокочувствитель-
ного теста, используемого для анализа образ-
цов с большим избытком других белков, есте-
ственно возникает проблема специфичности. 
Несмотря на то что наш метод в целом демон-
стрирует хорошую специфичность [41], су-
ществуют некоторые проблемы. В частности, 
высокое содержание аррестина в контрольных 
образцах сыворотки крови, вероятно, обуслов-
лено неспецифическими взаимодействиями, 
хотя нам и не удалось получить прямых доказа-
тельств. Проблемы со специфичностью могут 
возникать и по чисто физиологическим при-
чинам. Показано, что данные антигены экс-
прессируются в тканях и без злокачественных 
новообразований, как в случае онкоцитомы 
[19, 20]. Антигены могут быть неспецифичны 
для ПКР, поскольку опухоли в других тканях, 
таких как мочевой пузырь или предстательная 
железа, также контактируют с мочой и могут 
высвобождать эти мочевые биомаркеры. Это 
является общей проблемой для широкого кру-
га различных биомаркеров [21]. Поэтому необ-
ходимы исследования по определению уровня 
аррестина и рековерина в моче у больных с до-
брокачественными урологическими опухоля-
ми, а также с другими видами злокачественных 
новообразований. Мы полагаем, что предло-
женный метод, обладая высокой чувствитель-
ностью, имеет высокий диагностический и 
предиктивный потенциал: даже если при даль-
нейших исследованиях возникнут проблемы 
со специфичностью, наличие положитель-
ного результата теста даст первый сигнал для 
углубленного медицинского обследования. 
Многообещающей перспективой настоящей 
работы является также применение ультрачув-
ствительного иммуноанализа для обнаружения 
других биомаркеров, имеющих более высокую 
специфичность.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С помощью ультрачувствительного им-
муноанализа мы выявили новые мочевые 
биомаркеры для неинвазивной диагностики 
ПКР. Для комбинации раково-сетчаточных 
антигенов аррестина и рековерина значение 
AUC достигает 0,965. При пороге 0,1 пг/мл 
чувствительность составляет 96%, а специ-
фичность – 92%, что является одним из самых 
высоких показателей среди опубликованных 
биомаркеров ПКР. Высокая диагностическая 
эффективность обеспечивается аналитиче-
ской методикой на основе белкового микро-
чипа с детекцией сигнала магнитными ча-
стицами без использования дорогостоящего 
оборудования. Дополнительным преимуще-
ством является чрезвычайно низкий расход 
антител, который в одном анализе не превы-
шает 3 нг по сравнению с ~100 нг в ИФА.

Новый метод может быть использован не 
только в первичной, но и в уточняющей диа-
гностике ПКР, в частности, для определения 
оптимальной терапии. Новые опухолеспеци-
фические белки имеют значительный потен-
циал не только в качестве диагностических, 
но и предиктивных биомаркеров ПКР. По-
лученные нами результаты по послеопера-
ционной динамике аррестина и рековерина 
в моче дают возможность их использования 
для оценки эффективности оперативного 
вмешательства или других видов терапии, а 
также для доклинического выявления реци-
дивов заболевания. Очевидно, однако, что 
для определения оптимальной «философии» 
применения предложенного метода в клини-
ческой практике потребуются дополнитель-
ные исследования.

В настоящей работе применение нового 
метода иммуноанализа продемонстрировано 
на модели ПКР. Вместе с тем мы считаем, что 
полученные результаты могут быть также ис-
пользованы в диагностике и терапии других 
онкозаболеваний, в первую очередь урологиче-
ских: рака мочевого пузыря и простаты, при ко-
торых аберрантно экспрессируемые белки так-
же могут экстрагироваться из опухоли в мочу. 
Это представляется перспективной темой для 
будущих исследований.
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NON-INVASIVE KIDNEY CANCER DIAGNOSTICS USING 
ULTRASENSITIVE IMMUNODETECTION OF CANCER-RETINA ANTIGENS
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Renal cell carcinoma (RCC) is the most common urological malignancy with a high mortality and low detection 
rate. One of the approaches to improving its diagnostics may be the search for new non-invasive biomarkers 
in liquid biopsy and development of more sensitive methods for their detection. Cancer-retina antigens, 
which are known to be aberrantly expressed in malignant tumors, are present in liquid biopsy at extremely low 
concentrations. Using the developed multiplex immunoassay with a detection limit of 0.1 pg/ml, urine and 
serum samples of 89 patients with RCC and 50 non-cancer patients were examined for the presence of cancer-
retina antigens (arrestin, recoverin, rhodopsin kinase, and transducin); the diff erence between the RCC and 
control groups was evaluated with the χ2 test. The results showed high diagnostic effi  ciency of a combination of 
arrestin and recoverin: at a threshold of 0.1 pg/ml, the sensitivity was 96%, specifi city 92%, and AUC = 0.96 
(95% confi dence interval, 0.93-0.99). Seven days after nephrectomy, the concentration of the antigens returned 
to the level characteristic of the control group. Therefore, arrestin in a combination with recoverin can serve as 
a diagnostic non-invasive urinary biomarker of RCC.

Keywords: cancer-retina antigens, renal cell carcinoma, immunoassay, magnetic particles
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Раннее выявление задержки психического развития (ЗПР) и расстройств аутистического спектра 
(РАС) является сложной задачей, несмотря на многочисленные научные исследования и разработ-
ку различных терапевтических стратегий. Отсутствие биомаркеров аутизма является лимитирующим 
фактором для проведения ранней диагностики, которая могла бы обеспечить наилучший прогноз, 
благодаря началу лечения на ранних стадиях. Поскольку при внутриутробном развитии концентра-
ция фетуина-A в сыворотке крови повышается, было высказано предположение, что он может играть 
роль в развитии мозга. В настоящей работе мы попытались определить возможность использования 
фетуина-A, мультифункционального гликопротеина, в качестве биомаркера для диагностики РАС и 
задержки развития. В настоящем исследовании принимали участие 55 детей с задержкой психическо-
го развития и 40 здоровых детей. Участники исследования были обследованы психиатрами, а также 
проходили ряд тестов по определению уровня развития. Дети с задержкой когнитивного развития 
были классифицированы по двум категориям. Из 55 детей у 54,5% наблюдалась ЗПР, в то время как у 
45,5% детей было диагностировано РАС. Уровни сывороточного фетуина-А определяли на спектро-
фотометре с использованием специфического набора для проведения иммуноферментного анализа 
количества белка (ELISA). Было показано, что уровень сывороточного фетуина-А у детей из тести-
руемой группы существенно ниже, чем у здоровых детей (p < 0,001). С использованием ROC-анализа 
пороговый уровень концентрации фетуина-А в сыворотке крови при ЗПР и РАС был определен рав-
ным 518 г/л (чувствительность – 84,6%, специфичность – 91,4%, AUC: 0,95, p < 0,001). Полученные 
данные позволяют предположить, что уровень сывороточного фетуина-A может быть использован 
для диагностики расстройств аутистического спектра и задержки психического развития.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фетуин-A, расстройство аутистического спектра, задержка психического развития, 
биомаркер, нарушение развития нервной системы.

DOI: 10.31857/S0320972522070053, EDN: AVRCPX

ВВЕДЕНИЕ

Неадекватное развитие когнитивных спо-
собностей принято описывать как задержку 
психического развития (ЗПР), при которой 

общие психические функции развиты значи-
тельно ниже среднего, а также снижена при-
способляемость к окружающей среде в ходе 
когнитивного развития [1]. Интеллектуаль-
ная недостаточность вызывается целым рядом 

Принятые сокращения: ЗПР – задержка психического развития; РАС – расстройство аутистического спектра.

* Адресат для корреспонденции.
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причин, включая внутриутробные травмы, ин-
фекции, генетические нарушения, проблемы 
обмена веществ и воздействие токсинов окру-
жающей среды. Однако в большинстве случаев 
определить точную причину ее возникновения 
не оказывается возможным [2].

Расстройство аутистического спектра 
(РАС) – это неврологическое расстройство, 
характеризующееся низкой коммуникатив-
ной способностью, языковыми и речевыми 
трудностями, ограниченностью интересов и 
повторяющимися паттернами поведения [3]. 
Согласно последним исследованиям, распро-
страненность этого расстройства постоянно 
растет. По современным данным, расстройство 
аутистического спектра наблюдается у 0,1%–1% 
населения [4]. Несмотря на значительное число 
проведенных исследований, направленных на 
выявление этиологии этого расстройства, при-
чина его возникновения не была выяснена [5]. 
Ранняя диагностика аутизма остается сложной 
задачей, несмотря на предпринятые многочис-
ленные научные и клинические усилия. Суще-
ственным ограничением является отсутствие 
биомаркера для выявления РАС, способным 
обеспечить раннее выявление заболевания и 
начало терапевтических мероприятий для до-
стижения наилучшего прогноза.

Фетуин-A представляет собой мультифунк-
циональный белок, регулирующий уровень 
внеклеточного кальция. Он является естествен-
ным участником различных нормальных и па-
тологических процессов, протекающих, в том 
числе, с участием гормона роста (GH, growth 
hormone) и фактора роста нервов (NGF, nerve 
growth factor) [6]. Согласно когортным иссле-
дованиям, уровень фетуина-А постепенно 
снижается в процессе внутриутробного разви-
тия, достигая уровня взрослого человека при-
мерно к 37-й неделе беременности. Высокие 
концентрации сывороточного фетуина-A на 
протяжении внутриутробного развития позво-
лили предположить, что данный белок может 
играть роль в развитии мозга [7]. Кроме того, 
в ряде работ фетуин-A в больших количествах 
был обнаружен в спинномозговой жидкости и 
в отдельных участках мозга [8]. В другой рабо-
те было показано, что фетуин-A обладает ней-
ропротекторными свойствами [9]. Он также 
является негативным реактантом острой фазы 
воспаления, и провоспалительные цитокины 
ингибируют синтез фетуина-A [10].

Недавно в нескольких работах было показа-
но, что у больных с РАС повышены уровни ряда 
цитокинов [11, 12]. При этом выше мы отмети-
ли, что провоспалительные цитокины ингиби-
руют синтез фетуина-A. В свете этих данных мы 

предположили, что повышенные уровни цито-
кинов у больных с РАС могут иметь отношение 
к уровню фетуина-A. В настоящей работе была 
предпринята попытка определить сывороточ-
ные уровни фетуина-A, который может играть 
роль как в биосинтезе цитокинов, так и в раз-
витии мозга, у детей с расстройством аутисти-
ческого спектра и задержкой когнитивного 
развития, а также изучить возможность исполь-
зования значений уровня этого белка для облег-
чения диагностики указанных заболеваний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

План исследования был одобрен Этическим 
комитетом клинических исследований медицин-
ского факультета Университета имени Ататюрка 
(B.30.2.ATA0.01.00/28), информированное согла-
сие получено от всех участников исследования.

В исследуемую группу вошли 55 детей (PG, 
patient group) в возрасте от 2 до 5 лет с жалоба-
ми на задержку психического развития, прохо-
дящих лечение в Психиатрической клинике для 
детей и подростков медицинского факультета 
Университета имени Ататюрка, и 40 детей без 
каких-либо проблем со здоровьем в качестве 
контрольной группы (CG, control group), кото-
рые по возрасту и полу соответствовали группе 
пациентов. 

Все пациенты, чьи представители дали со-
гласие на участие в данном исследовании, были 
обследованы детскими и подростковыми пси-
хиатрами согласно Руководству по диагностике 
и статистике психических расстройств 5-го из-
дания (DSM-5, Diagnostic and Statistical Manual 
of Mental Disorders). В случае клинических кей-
сов оценка проводилась с использованием Ден-
верского скринингового теста (Denver II, Denver 
Developmental Screening Test II) и скрининго-
вых тестов развития (Анкара) (ADSI, Ankara 
Developmental Screening Inventory). Кроме того, 
родственников детей попросили заполнить ан-
кету для анализа поведения при аутизме (ABC, 
autism behavior checklist), а также оценить пове-
дение по специальной шкале для детей в воз-
расте от 1,5 до 5 лет (CBCL 1.5-5, Child Behavior 
Checklist). В результате проведения этих оценок 
были сформированы две основные диагности-
ческие группы: дети с задержкой психического 
развития (группа ЗПР) и дети, у которых одно-
временно наблюдается задержка психического 
развития и расстройство аутистического спек-
тра (группа ЗПР + РАС). Дети с известными 
хроническими заболеваниями или нуждающие-
ся в постоянном приеме лекарств были исклю-
чены из контрольной группы.

4
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Биохимический анализ. Образцы крови от 
всех участников исследования были помещены 
в пробирки для получения сыворотки, которые 
подвергались центрифугированию при 1000 g в 
течение 15 мин. Все образцы сыворотки кро-
ви хранили при −80 °С до их использования в 
проведении анализа. Концентрацию фетуи-
на-A в образцах сыворотки крови определяли с 
использованием иммуноферментного анализа 
(ELISA) и специфического набора для опре-
деления этого белка (Fetuin-A ELISA kit; Ref 
No. DK0128, «DiaMetra», Италия). В день про-
ведения исследования образцы сыворотки кро-
ви и реактивы для иммуноферментного анали-
за выдерживали при комнатной температуре в 
течение примерно 2 ч. Для анализа использо-
вали 100 мкл образца сыворотки крови. Иссле-
дование проводили в соответствии с инструк-
цией производителя. Определение содержания 
фетуи на-A проводили с помощью спектрофо-
тометра, снабженного микропланшетным ри-
дером (XS Powerwave, «BioTek», США). Кон-
центрацию фетуина-А в образцах сыворотки 
крови выражали в мкг/л.

Статистическая обработка данных. Стати-
стический анализ проводили с использова-
нием программы SPSS, v.20.0, для Windows 
(«IBM Inc.», США). Для определения нор-
мального распределения переменные вели-
чины анализировали с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. Полученные результаты 
представляли в виде среднего значения ± стан-
дартного отклонения (Mean ± SD) или медиа-
ны, минимального и максимального значения 
(Med, Min-Max). Различия в параметрических 
и непараметрических данных между группа-
ми рассчитывали с использованием критерия 
Стьюдента и U-теста Манна–Уитни соответ-
ственно. Корреляцию определяли с помощью 
метода ранговой корреляции Спирмена. Для 
оценки отношения шансов (OR, Odds Ratio) 
использовали метод логистической регрессии. 
ROC-анализ (Receiver Operating Characteristic) 

применялся для определения возможности ис-
пользования непрерывной переменной вели-
чины в диагностике, а также для определения 
порогового значения, положительной прогно-
стической ценности (PPV, Positive Predictive 
Value), отрицательной прогностической цен-
ности (NPV) и площади под кривой (AUC, Area 
Under the Curve). Данные считали статистиче-
ски значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В табл. 1 представлены демографические 
данные всех участников исследования. Не 
было выявлено статистически значимых раз-
личий в средних значениях возраста и индекса 
массы тела (BMI, body mass index) между груп-
пой пациентов и контрольной группой детей 
(p = 0,893 и p = 0,359 соответственно). У 54,5% 
(n = 30) из 55 пациентов наблюдалась только 
задержка психического развития, в то время 
как у 45,5% (n = 25) – как задержка психиче-
ского развития, так и расстройство аутистиче-
ского спектра. Результаты оценки пациентов 
по подгруппам представлены в табл. 2.

Концентрация фетуина-A в сыворотке 
крови составила 435,5 ± 90,1 мкг/л в группе па-
циентов и 654,6 ± 98,2 мкг/л – в контрольной 
группе. Оказалось, что для группы пациентов 
характерно существенное снижение уровня 
фетуина-А (p < 0,001). Результаты сравнения 
двух групп показаны на рис. 1.

Как в контрольной группе, так и в груп-
пе пациентов не было выявлено статистиче-
ски достоверных различий по уровню фетуи-
на-А в подгруппах мужского и женского пола 
(p > 0,05) (табл. 3).

Не было обнаружено статистически досто-
верных различий сывороточных уровней фетуи-
на-А между подгруппами пациентов – ЗПР и 
ЗПР + РАС (426,9 ± 90,8 и 449,4 ± 74,8 г/л со-
ответственно, p = 0,382) (рис. 2).

Таблица 1. Демографические характеристики группы пациентов и контрольной группы

Группа пациентов (n = 55)
Контрольная группа 

(n = 40)
Показатели 

Группа с ЗПР 
(n = 30)

Группа с ЗПР + РАС 
(n = 25)

Общие 

Возраст (лет) 3,7 ± 0,9 3,3 ± 0,9 3,5 ± 0,9 3,8 ± 1,0

Пол (женский/мужской) 17/18 6/19 20/35 20/24

BMI 16,9 ± 1,18 17,3 ± 1,13 17,11 ± 1,17 17,3 ± 1,07

Примечание. ЗПР – задержка психического развития; РАС – расстройство аутистического спектра; BMI – индекс 
массы тела.
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Таблица 2. Оценки групп пациентов по результатам тестов

Показатели Группа с ЗПР (n = 30) Группа с ЗПР + РАС (n = 25) Всего (n = 55)

Балл по Денверской шкале 76,8 ± 16,0 75,0 ± 16,9 75,9 ± 15,7

Балл по шкале ADSI 79,9 ± 14,7 77,1 ± 16,4 79,1 ± 15,3

Балл по шкале CBCL 61,4 ± 35,3 54,5 ± 34,1 58,8 ± 34,7

Балл по шкале ABC 46,7 ± 30,3 53,9 ± 30,3 49,5 ± 30,2

Примечание. ЗПР – задержка психического развития; РАС – расстройство аутистического спектра; ADSI – скринин-
говый тест развития (Анкара); ABC – анализ поведения при аутизме; CBCL – шкала оценки поведения детей в возрасте 
от 1,5 до 5 лет.

Таблица 3. Уровень фетуина-А в сыворотке участников исследования мужского и женского пола в группе пациентов и в 
контрольной группе

Показатели Группа пациентов (n = 55)
p-value

Контрольная группа (n = 40)
p-value

Пол мужской женский мужской женский

Фетуин-А (мкг/л) 439,9 ± 90,2 427,1 ± 91,7 0,630 630,5 ± 93,5 686,6 ± 98,2 0,099

Рис. 1. Диаграмма уровней фетуина-А в сыворотке крови 
в группе пациентов и в контрольной группе (p < 0,001). 
Отдельно отмечено значение для пациента с идентифи-
катором «87» (выброс)

Рис. 2. Диаграмма уровней фетуина-А в сыворотке крови 
пациентов подгрупп ЗПР и ЗПР + РАС (p > 0,05)

Рис. 3. ROC-кривая для уровней фетуина-A

Оценку возможности использования зна-
чения уровня фетуина-A в качестве биомар-
кера ЗПР и РАС проводили с использованием 
ROC-анализа. Для уровней фетуина-А были 
показаны значимые AUC и p-value, таким 
образом, они могут быть использованы для 
оценки различий между пациентами и здоро-
выми волонтерами. Пороговое значение уров-
ня фетуина-A было определено как 518 мкг/л, 
и значения положительной и отрицательной 
прогностической ценности (PPV и NPV) были 
рассчитаны с использованием этого показате-
ля. Результаты ROC-анализа представлены в 
табл. 4 и на рис. 3.

4*
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Таблица 4. Результаты ROC-анализа сывороточного фетуина-А

AUC (CI%) p-value Чувствительность, % Специфичность, % PPV (CI%) NPV (CI%)

Фетуин-A
0,957 

(91,7–99,6)
0,000 84,6 91,4

90,4 
(80,4–95,5)

81,4 
(69,5–89,5)

Примечание. AUC – площадь под кривой; PPV – положительная прогностическая ценность; NPV – отрицательная 
прогностическая ценность; CI – доверительный интервал.

Таблица 5. Корреляция значений уровня фетуина-А и различных шкал оценки когнитивных функций (нарушений)

Денвер ADSI CBCL ABC

Фетуин-A

r-value −0,065 0,006 0,043 0,092

p-value 0,641 0,966 0,759 0,508

Рис. 4. Точечная диаграмма уровней фетуина-A и значе-
ний по Денверской шкале

Рис. 5. Точечная диаграмма уровней фетуина-A и значе-
ний по шкале CBL

Рис. 6. Точечная диаграмма уровней фетуина-A и значе-
ний по шкале ABC

Рис. 7. Точечная диаграмма уровней фетуина-A и значе-
ний по шкале ADSI
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Вероятность задержки психического 
развития оценивали как отношение шансов 
(OR – odds ratio), равное 2,6 [CI: 2,47–6,11], 
основываясь на высоком значении концен-
трации фетуина-А (> 518 мкг/л). Было пока-
зано, что дети с низким уровнем фетуина-А 
относительно детей из контрольной группы в 
2,6 раза более вероятно подвержены задержке 
психического развития, чем дети с высоким 
уровнем фетуина-A.

Анализ соответствия между уровнем фе-
туина-A и оценками по Денверской шкале, 
CBL, ABC и ADSI не выявил наличие корре-
ляции. В табл. 5 показаны результаты оценки 
корреляции, и на рис. 4–7 представлены гра-
фики корреляции.

ОБСУЖДЕНИЕ

Это первое, насколько нам известно, ис-
следование по оценке сывороточного уровня 
фетуина-A, играющего роль в развитии моз-
га, у детей с задержкой психического разви-
тия и расстройством аутистического спек-
тра. Впервые предпринята попытка оценить 
потенциал использования уровня фетуина-A 
в качестве биомаркера этих состояний. Со-
гласно полученным нами результатам, уро-
вень фетуина-A был значительно снижен у 
детей с задержкой психического развития и 
аутистическими расстройствами по сравне-
нию со здоровыми детьми из контрольной 
группы. При проведении оценки возможно-
сти использования этих различий в качестве 
биомаркера задержки психического развития 
с помощью ROC-анализа было показано зна-
чимое значение AUC. Таким образом, мы по-
казали, что низкие сывороточные уровни фе-
туина-А обладают высоким положительным 
прогностическим значением в предсказании 
задержки психического развития и аутисти-
ческих расстройств. 

Недавно были проведены исследования 
влияния фетуина-A на когнитивные функ-
ции, в частности, при нейродегенеративных 
процессах. Согласно исследованиям «The 
Healthy ABC» и «Rancho Bernardo», уровень 
фетуина-A у пожилых людей с возрастом по-
нижается [13, 14]. В своей работе Laughlin 
et al. [15] показали, что уровень фетуина-A 
является маркером снижения когнитивных 
функций. В этой работе с участием 1382 ге-
риатрических больных было продемонстри-
ровано, что люди с более высоким уровнем 
фетуина-А лучше проходят тестирование на 
внимательность, речь, память, способность 

считать, ориентироваться в пространстве. 
В той же работе при когортном 4-летнем ис-
следовании 855 людей было обнаружено, что 
высокие уровни фетуина-А были связаны со 
снижением вероятности утраты когнитивных 
способностей.

В другой работе, посвященной изуче-
нию связи между нарушением когнитивных 
функций и фетуином-A, было показано, что 
уровни этого белка в плазме крови больных 
с легким течением болезни Альцгеймера зна-
чительно ниже, чем в контрольной группе. 
У пациентов с болезнью Альцгеймера легкой 
или средней тяжести снижение концентра-
ции фетуина-A в плазме крови прямо связано 
со степенью нарушения когнитивных функ-
ций [16]. Сниженная концентрация фетуи-
на-A в спинномозговой жидкости и плазме у 
пациентов с болезнью Альцгеймера указыва-
ет на то, что уровень фетуина-A может быть 
биомаркером для ранней диагностики забо-
левания [17, 18]. В генетическом исследова-
нии семи родственных больных с синдромом 
алопеции и умственной отсталости (APMR – 
alopecia-mental retardation syndrome), редко-
го аутосомно-рецессивного нейродермаль-
ного заболевания, была выявлена мутация 
в гене фетуина-A (AHSG) [19]. В отличие от 
растущего числа публикаций по нейродеге-
неративным заболеваниям, имеется лишь не-
сколько исследований, касающихся наруше-
ния развития нервной системы, влияющих на 
когнитивные процессы. В настоящем иссле-
довании было показано, что у детей с задерж-
кой психического развития и аутистическими 
расстройствами понижена концентрация фе-
туина-A. Эти заболевания, вызванные нару-
шением развития нервной системы, связаны 
с аномалиями развития мозга на ранних ста-
диях жизни. ROC-анализ, проведенный для 
оценки различий уровня фетуина-A между 
детьми с задержкой развития и здоровыми 
детьми, показал высокие значения чувстви-
тельности и специфичности. Тем не менее не 
было выявлено какой-либо ассоциации меж-
ду уровнем фетуина-A и значением по шкале 
оценки когнитивного развития. Это проти-
воречит результатам предыдущего исследова-
ния, согласно которым падение уровня фетуи-
на-А коррелирует с тяжестью когнитивных 
нарушений. С другой стороны, тот факт, что 
не было выявлено какой-либо разницы между 
сывороточными уровнями фетуина-А у боль-
ных из подгрупп с ЗПР и ЗПР + РАС, может 
свидетельствовать в пользу выдвинутого ра-
нее предположения, что уровень фетуина-А 
скорее оказывает влияние на когнитивные 
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функции, а не является ассоциированным с 
каким-либо конкретным заболеванием.

Другой функцией фетуина-A является его 
участие в воспалительных процессах. Фету-
ин-A подавляет воспалительные процессы 
путем ингибирования образования цитоки-
нов макрофагами в присутствии спермина 
[20]. Низкие уровни фетуина-А также ассо-
циированы с повышением провоспалитель-
ных цитокинов [21, 22]. При этом повышен-
ные уровни TNF и IL-6 вызывают подавление 
экспрессии фетуина-A. Было обнаружено, 
что у детей с РАС наблюдаются отклонения 
значений провоспалительных и иммуновос-
палительных факторов. Хотя точный патофи-
зиологический механизм, лежащий в основе 
возникновения РАС, до сих пор не опреде-
лен, в ряде работ было высказано предполо-
жение, что развитие этого состояния может 
быть связано с отклонениями уровней вос-
палительных факторов. Sasayama et al. [12] 
продемонстрировали наличие отрицательной 
связи между уровнями IFN и IL-6 и когни-
тивным развитием детей из группы с РАС, 
в то время как Ghaffari et al. [23] показали, 
что уровни TNF гораздо выше у детей с РАС 
в сравнении с контрольной группой здоро-
вых детей. В предыдущей работе нами было 
показано, что у больных с задержкой психи-
ческого развития наблюдаются пониженные 
уровни програнулина, аутокринного факто-
ра роста и провоспалительного фактора [24]. 
Согласно исследованиям цитокинов у боль-
ных с задержкой психического развития, по-
вышение уровня цитокинов во время вына-
шивания плода происходит в основном из-за 
воспалительных процессов и приводит к воз-
никновению предрасположенности к интел-
лектуальной недостаточности в более позд-
нем возрасте [25, 26]. По нашим сведениям, 
единственная работа по изучению уровней 
фетуина-А у детей с РАС была выполнена Al-
Ayadhi et al. [27]. Они обследовали 46 паци-
ентов с РАС и 44 здоровых человека, выявив 
значительное снижение уровня фетуина-А в 
группе РАС, независимо от тяжести проявле-
ний аутизма. Однако ROC-анализ для опре-
деления значимости этих различий они не 
проводили. Они также пришли к заключению 
об отсутствии корреляции между уровнем фе-
туина-А и значениями согласно различным 
методикам оценки поведения и когнитивно-
го развития [27]. Выявленные в нашей работе 
низкие концентрации фетуина-A у детей с ЗПР 
и РАС согласуются с предыдущими исследова-

ниями. В  нашей работе также не было выяв-
лено корреляции между значениями по шкале 
когнитивного развития и уровнем фетуина-А.

Несмотря на то что в нашей работе были 
получены важные результаты, их значимость 
ограничена небольшим размером выборки. 
Для проверки эффективности биомаркеров 
необходимо провести исследования больших 
когортных групп пациентов, а также изучить 
экспрессию конкретного гена с использова-
нием метода вестерн-блоттинга для оценки 
биосинтеза этого белка. Кроме того, нам не 
удалось провести оценку уровня фетуина-А у 
детей с РАС без задержки психического раз-
вития. Кроме того, на основании полученных 
нами результатов, не ясно, является ли высо-
кий уровень цитокинов, о котором сообща-
лось в предыдущих исследованиях, причиной 
снижения уровня фетуина-А или следствием 
низкого уровня фетуина-A.

В заключение можно констатировать, что 
уровни фетуина-А были существенно пони-
жены у детей с задержкой психического раз-
вития и аутистическими расстройствами в 
сравнении со здоровыми детьми из контроль-
ной группы, и это различие имело сильную 
прогностическую ценность. Было выявлено, 
что низкий уровень фетуина-A ассоциирован 
с увеличением вероятности задержки когни-
тивного развития в 2,6 раза. На основании 
этих результатов мы предположили, что уров-
ни фетуина-А могут быть использованы в ка-
честве полезного индикатора в лабораторной 
оценке детей с ЗПР и РАС. Кроме того, веро-
ятно, в новых работах было бы интересно ис-
следовать эффект применения фетуина-A на 
развитие когнитивных функций.
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COULD FETUIN-A BE A BIOMARKER FOR AUTISM 
SPECTRUM DISORDER AND COGNITIVE DEVELOPMENTAL DELAY?

N. Kurt1*, F. B. Ozgeris2, I. Ucuz3, Z. Bayraktutan4, K. K. Yilmaz5, 
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Early detection of cognitive developmental delay (CDD) and autism spectrum disorder (ASD) is challenging, 
despite the numerous scientifi c studies conducted and diff erent therapeutic strategies. Lack of a biomarker for 
autism is a limiting factor for early diagnosis, which could provide better outcome with early start of therapy. 
Because of the high serum fetuin-A concentration during intrauterine life, it has been suggested that fetuin-A 
may have a role in brain development. The current study sought to determine if fetuin-A, a multifunctional 
glycoprotein thought to have a role in brain development, may be used as a biomarker for the diagnosis of 
ASD and developmental delay. The study involved 55 children with cognitive developmental delays and 
40 healthy children. Two categories of children with cognitive developmental delays were identifi ed. The 
participants were subjected to a psychiatric assessment as well as developmental testing. Only 54.5% of the 
55 individuals had CDD, whereas 45.5% had ASD. Using an ELISA kit, the levels of serum fetuin-A were 
determined spectrophotometrically. The serum fetuin-A levels in the patients from the test group were found 
to be signifi cantly lower than in the healthy individuals (p < 0.001). The cutoff  value for the serum fetuin-A 
levels for cognitive developmental delay and autism spectrum disorder was 518 μg/liter, according to the results 
of ROC analysis (84.6% sensitivity and 91.4% specifi city, AUC: 0.95, p < 0.001). The fi ndings suggest that the 
serum fetuin-A level may be used to diagnose autism spectrum disorder and cognitive developmental delays.

Keywords: fetuin-A, autistic spectrum disorder, cognitive developmental delay, biomarker, neurodevelopmental 
disorder
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С целью развития подходов к созданию новых антимикробных соединений осуществлены дизайн 
и синтез конъюгатов, сочетающих в структуре макролидный антибиотик десмикозин и фрагмен-
ты антимикробного пептида онкоцина. Показано, что новые соединения способны связываться с 
70S-рибосомами Escherichia coli подобно десмикозину и онкоцину, ингибировать бактериальную 
трансляцию in vitro, а также подавлять рост бактериальных штаммов. Конъюгаты гекса- и тетра-
пептидных N-концевых фрагментов онкоцина с 3,2′,4′′-триацетилдесмикозином оказались активны-
ми в отношении штаммов, резистентных к макролидам. Методом молекулярной динамики найдены 
структурные особенности взаимодействий этих производных с бактериальными рибосомами, в том 
числе содержащими мутацию A2059G в 23S РНК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: макролиды, пептидные производные, антимикробные пептиды, рибосома, молеку-

лярная динамика, рибосомный туннель.

DOI: 10.31857/S0320972522070065, EDN: AVTKLC

ВВЕДЕНИЕ

Устойчивость патогенных микроорганиз-
мов к антибиотикам представляет серьёзную 
проблему при их применении на практике, и 
способом решения этой проблемы является 

разработка новых эффективных и безопасных 
антибиотиков. Одним из подходов к созданию 
новых антимикробных соединений является 
рациональный дизайн, основанный на знаниях 
о механизмах действия известных антибиоти-
ков и их молекулярной мишени [1–4].

Принятые сокращения: МИК  – минимальная ингибирующая концентрация; ПТЦ  – пептидил-трансферазный 
центр; РТ  – рибосомный туннель; Boc  –  трет-бутилоксикарбонил; DCC  – 1,3-дициклогексилкарбодиимид; DES  – 
десмикозин; DIPEA – диизопропилэтиламин; DMAP – диметиламинопиридин; DMF – N,N-диметилформамид; Fmoc – 
флуоренилметилоксикарбонил; ERY  – эритромицин; HBTU  –  O-(бензотриазол-1-ил)-N,N,N′,N′-тетраметилуроний 
гексафторфосфат; HFIP  – 1,1,1,3,3,3-гексафторизопропанол; GABA  – 4-аминобутановая кислота; MALDI-TOF  MS  – 
времяпролетная масс-спектрометрия с ионизацией методом матричной десорбции; MBS – сайт связывания макролидов 
(Macrolide Binding Site); ONC – онкоцин 112 (VDKPPYLPRPRPPRrIYNr-NH2); Pip – пиперидин; RMSF – среднеквадра-
тичная флуктуация атомов (Root-Mean-Square Fluctuation); TFA – трифторуксусная кислота; TYL – тилозин.

* Адресат для корреспонденции.
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Макролиды представляют собой класс 
антибиотиков, структура которых включает 
лактонное кольцо с присоединёнными к нему 
углеводными остатками; действуя на бакте-
риальные рибосомы, макролиды проявляют 
активность в отношении многих патогенов, 
вследствие чего находят широкое применение 
в медицинской и ветеринарной практике [5–7]. 
Механизм действия макролидов заключается в 
том, что антибиотики связываются в начальном 
участке рибосомного туннеля (РТ) бактерий в 
непосредственной близости к пептидил-транс-
феразному центру  (ПТЦ) в так называемом 
сайте связывания макролидов  (MBS), при 
этом макролиды избирательно ингибируют 
трансляцию бактериальных белков, причём их 
действие зависит не только от структуры ан-
тибиотика, но и от последовательности расту-
щей пептидной цепи, т.е.  является контекст-
но-специфичным [8–10]. Известны различные 
механизмы формирования резистентности у 
бактерий к макролидным антибиотикам, среди 
которых основную роль играет модификация 
мишени их действия, т.е. нуклеотидов 23S РНК 
и белков 50S-субъединицы бактериальной 
рибосомы в области MBS  [7, 11, 12]. У  боль-
шинства бактерий устойчивость возникает в 
результате моно- и диметилирования N6-ами-
ногруппы нуклеотида А2058* под действием 
метилтрансфераз семейства Erm (Erythromycin 
resistance methyltransferases), метилирования 
G748, а также некоторых других пуриновых 
нуклеотидов доменов II и V 23S рРНК [13, 14]. 
Регуляция экспрессии генов устойчивости, в 
частности тех или иных метилтрансфераз, свя-
зана с образованием тройного комплекса рибо-
сома–макролид–растущий пептид  [8]. У  ряда 
микроорганизмов устойчивость к макро лидам 
возникает в результате мутаций в домене  V 
23S рРНК, чаще всего встречаются замена нук-
леотида A2062 на C (реже – на другие нуклео-
тиды), мутации А2058G, A2059G и некоторых 
других нуклеотидных остатков, а также мута-
ции и делеции в белках L4 и L22.

Макролиды на основе 16-членного лак-
тона, основными представителями которых 
являются антибиотики тилозинового ряда: ти-
лозин  (TYL) и десмикозин  (DES)  [15–17], об-
ладают некоторыми преимуществами по отно-
шению к другим представителям этого класса 
как за счёт благоприятных фармакологических 
свойств, так и благодаря их активности в от-
ношении определённых устойчивых штаммов 
бактерий [18]. Кроме того, антибиотики тило-

зинового ряда оказались способны действо-
вать на некоторые «необычные» рибосомы, в 
частности рибосомы апикопластов малярий-
ных плазмодиев  [19–21] или бактерии воль-
бахии, внутриклеточного симбионта круглых 
червей филярий  [22], и проявлять активность 
в отношении возбудителей некоторых трудно 
поддающихся лечению тропических болезней.

В первые десятилетия после того, как были 
найдены TYL, DES и другие антибиотики этого 
ряда, было синтезировано множество их про-
изводных по разным функциональным груп-
пам лактонного кольца и углеводных остатков, 
многие из этих аналогов оказались активны в 
отношении клинически значимых бактериаль-
ных штаммов [23–25]. В том числе было пока-
зано, что введение заместителей по 4′- и 4′′-гид-
роксилам микаминозы и микарозы приводит 
к аналогам, способным действовать против 
устойчивых штаммов бактерий  [26,  27]. С  тех 
пор как были расшифрованы структуры бак-
териальных рибосом и их комплексов с анти-
биотиками  [28–31], появилась возможность 
не только детального объяснения механизма 
действия макролидов, механизмов возникно-
вения устойчивости бактерий к ним и причин 
активности многих синтетических аналогов 
антибиотиков, но и рационального дизайна 
аналогов макролидных антибиотиков  [32–35]. 
С  целью изучения взаимодействий пептид-
ной цепи с элементами  РТ был синтезирован 
ряд пептидных аналогов TYL, DES и  О-ми-
каминозилтилонолида, в которых антибио-
тик служил якорем для закрепления пептида 
в  РТ  [12, 36–38], эти аналоги связывались с 
бактериальными рибосомами, ингибировали 
бактериальную трансляцию  in  vitro  и прояв-
ляли антибиотическую активность, однако не 
действовали в отношении устойчивых штам-
мов бактерий.

Около 20  лет назад были описаны анти-
микробные пептиды онкоцины, а сравни-
тельно недавно было обнаружено, что их дей-
ствие направлено на рибосомы бактерий  [39, 
40]. Онкоцины связываются в  РТ, практиче-
ски полностью его блокируя, и препятствуют 
встраиванию аминоацил-тРНК, что позволя-
ет образоваться инициаторному комплексу, 
но препятствует следующему шагу трансля-
ции [41, 42]. Ориентация онкоцинов при связы-
вании противоположна ориентации синтези-
руемой пептидной цепи – N-конец направлен 
в сторону ПТЦ, а С-конец – в сторону выхода 
из  РТ. Область связывания этих пептидов пе-
рекрывается с сайтами связывания большин-
ства антибиотиков, целью которых является 
рибосома, в частности, макролидов [41, 43, 44].

* Здесь и далее номера н.о. приводятся по последователь-
ности 23S РНК рибосомы Escherichia coli.
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В настоящей работе с целью развития под-
ходов к созданию новых антимикробных сое-
динений осуществлены дизайн и синтез, про-
тестированы антибактериальные свойства и 
изучены взаимодействия с рибосомой новых 
конъюгатов, сочетающих в структуре макро-
лидный антибиотик десмикозин и фрагменты 
антимикробного пептида онкоцина. Дизайн 
соединений осуществлён методом статиче-
ского моделирования; аффинность соедине-
ний к рибосомам оценена по вытеснению ими 
флуоресцентно меченного аналога эритроми-
цина  (ERY) из комплексов с 70S-рибосома-
ми E. coli; способность новых соединений ин-
гибировать биосинтез белка и подавлять рост 
бактерий протестирована  in  vitro  и на ряде 
бактериальных штаммов; с помощью метода 
молекулярной динамики проведён поиск воз-
можных взаимодействий этих соединений в 
комплексах с бактериальными рибосомами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы реаген-
ты и растворители следующего производ-
ства: 1,1,1,3,3,3-гексафторизопропанол (HFIP, 
«Acros Organics», Бельгия); носитель для твер-
дофазного синтеза, содержащий 2-хлортри-
тилхлоридную группировку (2CTC Resin) и 
производные L-аминокислот («Iris Biotech», Гер-
мания); 1,3-дициклогексилкарбодиимид (DCC), 
O-(бензо триазол-1-ил)-N,N,N′,N′-тетраметил-
уроний гексафторфосфат  (HBTU), диизо-
пропил этиламин  (DIPEA) («Sigma-Aldrich», 
США, Швейцария); диметиламинопиридин 
(DMAP, «Serva», США); 4-аминобутановая 
кислота (GABA, «Reanal», Венгрия); трифтор-
уксусная кислота (TFA, «PanReac AppliChem», 
Германия) и абсолютные растворители: мета-
нол («LiChrosolv», Германия); изопропанол, 
ди оксан, пиридин, N,N-диметилформамид 
(DMF), CH2Cl2, ацетонитрил («PanReac Appli-
Chem», США), а также растворители российско-
го производства фирм «Химмед» и «Иреа2000». 
TYL (4) был выделен из препарата «Тилозин 200» 
(ЗАО «Нита-Фарм», Россия) с помощью мето-
да колоночной хроматографии на силикагеле в 
системе CHCl3/MeOH = 15/1. Флуоресцентное 
производное эритромицина BODIPY-ERY было 
синтезировано по известной методике [45].

Хроматография.  ТСХ  проводили на пла-
стинках Kieselgel 60 F254 («Merck», Германия); 
для  колоночной хроматографии  использовали 
Silica  gel  60 (0,063–0,200  мм и 0,04–0,063  мм; 
«Marcherey Nagel», Германия). Соединения, 
содержащие группы, поглощающие в УФ-об-

ласти, обнаруживали с помощью УФ-кабинета 
(«Camag», Англия); соединения, содержащие 
свободные либо защищенные  трет-бутилок-
сикарбонилом  (Boc) аминогруппы  – нингид-
риновым реактивом.

Аминокислотный анализ  осуществляли на 
анализаторе «Hitachi  835» («Hitachi», Япония). 
Кислотный гидролиз проводили в запаянных 
ампулах смесью 6 М HCl и TFA (2/1) при 155 °C 
в течение 1 ч.

Хромато-масс-спектрометрию осуществля-
ли с помощью системы UPLC/MS/MS, состо-
ящей из хроматографа Acquity UPLC («Waters», 
США) и квадрупольного масс-спектрометра 
TQD («Waters») с регистрацией позитивных 
ионов с помощью метода ESI MS, с исполь-
зованием колонки Acquity BEH C18, 1,7 мкм, 
50 × 2,1 мм («Waters»), 0.5 мл/мин, при 35°C С 
с градиентом 5–100% CH3CN в 20 мМ HCOOH 
за 4 мин.

Спектры MALDI-TOF MS  получали на 
MALDI-времяпролетном масс-спектрометре 
«Ultrafl e Xtreme Bruker Daltonics» («Bruker», 
Германия), оснащённом УФ-лазером (Nd), в 
режиме положительных ионов с использовани-
ем рефлектрона.

Спектры ЯМР  соединений регистрирова-
ли на спектрометре «Bruker Avance» («Bruker»), 
рабочие частоты составляли 600 МГц для  1H и 
151 МГц – для  13C при 298 К в ДМСО-d6 с ис-
пользованием тетраметилсилана в качестве 
внутреннего стандарта. Отнесение сигна-
лов  1H и  13С было осуществлено с использова-
нием одномерных спектров  1H и  13С и двумер-
ных 1H-1H ROESY (время смешивания 320 мс), 
1H-1H DQF-COSY, 1H-1H TOCSY, 13C-1H HSQC 
и 13C-1H HMBC. Спектры обрабатывали с помо-
щью программного обеспечения NMRPipe [46] 
с использованием стандартного протокола, 
включающего взвешивающую функцию Ло-
ренца–Гаусса, метод прямого-обратного ли-
нейного предсказания и метод полиноми-
альной коррекции базовой линии. Спектры 
одномерного ЯМР обрабатывали и анализиро-
вали с помощью программы Mnova («Mestrelab 
Research», Испания). Двумерные спектры ана-
лизировали с помощью программного обеспе-
чения NMRFAM-Sparky [47].

Анизотропию флуоресценции измеряли при 
комнатной температуре с помощью планшет-
ного мультиридера «VICTOR X5 Multilabel Plate 
Reader» («Perkin Elmer», США) на 384-луноч-
ном планшете. Длина волны поглощения со-
ставляла 485 нм, испускания – 535 нм.

Дизайн молекул выполняли с помощью ме-
тода статического моделирования с использова-
нием программного обеспечения Avogadro [48] 
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и PyMOL  2.6 (The  PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 2.6 Schrödinger, LLC).

Синтез пептидных производных десмикози-
на. Синтез пептидов Fmoc-Lys(Boc)-Pro-Pro-
Tyr(tBu)-OH (1a), Fmoc-Asp(tBu)-Lys(Boc)-Pro-Pro-
Tyr(tBu)-OH (2a), Boc-Val-Asp(tBu)-Lys(Boc)-Pro-
Pro-Tyr(tBu)-OH  (3a) описан в «Приложении», 
схема синтеза пептидов представлена на рис. S1 
в Приложении.

3,2′,4′′,4′′′-О-тетраацетил-тилозин (5). TYL (4) 
(512 мг; 0,56 ммоль; 1 экв.) растворяли в пири-
дине  (5  мл) и добавляли уксусный ангидрид 
(290  мкл; 3,1  ммоль; 5,5  экв.). Раствор пере-
мешивали сутки при комнатной температуре. 
Пиридин удаляли на роторном вакуумном ис-
парителе в смеси с бензолом. Продукт очищали 
на силикагеле в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. 
Выход: 479  мг (79%; 0,44  ммоль); ТСХ: Rf  0,43 
(CHCl3/MeOH  =  20/1); MALDI-TOF  MS, 
m/z вычислено для [C54H85NO21 + H]+ – 1084,6; 
найдено – 1084,6.

3,2′,4′′-О-триацетил-десмикозин (6). Ацети-
лированное производное тилозина (5) (359 мг; 
0,33  ммоль; 1  экв.) растворяли в небольшом 
количестве ацетонитрила и добавляли 5,92  мл 
0,2  N  HCl (3,6  экв.). Смесь перемешивали 
при комнатной температуре несколько часов 
до достижения полного гидролиза, который 
контролировали по ТСХ в системе CHCl3/
MeOH  =  20/1. По окончании реакции смесь 
нейтрализовали с помощью 5%-ного раствора 
NaHCO3, экстрагировали хлороформом, промы-
вали насыщенным раствором  NaCl и сушили 
над б/в  Na2SO4. Очистку продукта проводили 
с использованием колоночной хроматографии 
в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. Выход: 236  мг 
(80%; 0,26 ммоль); ТСХ: Rf 0,29 (CHCl3/MeOH =
=  20/1); Rf  0,31 (CHCl3/MeOH/19% NH4OH  = 
=  16/1/0,1); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис лено 
для [C45H71NO17 + H]+ – 898,5; найдено – 898,6.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(4-[(трет-буток-
сикарбонил)амино]бутаноил)-десмикозин (7). Про-
изводное  6  (208  мг; 0,23  ммоль; 1  экв.) и Boc-
GABA (94  мг; 0,46  ммоль; 2  экв.) растворяли в 
хлористом метилене (абс.) при 0 °С. Далее после-
довательно добавляли DCC (143 мг; 0,69 ммоль; 
3  экв.) и DMAP (42  мг; 0,34  ммоль; 1,5  экв.). 
Смесь оставляли перемешиваться при комнат-
ной температуре на ночь. Растворитель удаляли 
на роторном вакуумном испарителе, образовав-
шийся осадок растворяли в ацетонитриле и отде-
ляли от осадка дициклогексилмочевины филь-
трованием. Очистку продукта проводили 
методом колоночной хроматографии в системе 
CHCl3/MeOH = 20/1. Выход: 137 мг (57%; 0,13 ммоль); 
ТСХ: Rf  0,51 (CHCl3/MeOH  =  20/1); MALDI-
TOF MS, m/z вычислено для [C54H86N2O20 + H]+ – 

1083,6; найдено  – 1083,6.  1H  ЯМР, COSY, TOCSY, 
ROESY, HMBC, HSQC (CDCl3; 600 MHz) δ (ppm): 
0,84 (t, J = 7,1 Hz, 3H, H17); 0,85–0,88 (m, 3H, H18); 
1,04–1,07 (m, 3H, H6′); 1,10 (d, J = 6,3 Hz, 3H, H6′′); 
1,15 (d, J = 6,7 Hz, 3H, H21); 1,36 (s, 9H, H4′h); 1,45–
1,48 (m, 1H, H7α); 1,50–1,57 (m, 3H, H4, H7β, H16α); 
1,73–1,75 (m, 5H, H22, H4′c); 1,77–1,81 (m, 1H, H16β); 
1,85  (br  d, J  =  3,8 Hz, 1H,  H2α); 1,98  (s, 3H,  H2′b); 
2,04 (s, 3H, H4′′b); 2,08 (s, 3H, H3b); 2,25–2,28 (m, 8H, 
H4′b, H3′a); 2,31–2,40 (m, 1H, H6); 2,40–2,56 (m, 3H, 
H8, H19α, H2β); 2,64–2,73 (m, 2H, H19β, H3′); 2,94–
2,99 (m, 2H, H14, H2′′); 3,07–3,11 (m, 2H, H4d); 3,30–
3,36 (m, 1H,  H5′); 3,38 (s, 3H, H2′′a); 3,45 (s, 3H, H3′′a); 
3,46–3,52 (m, 1H, H23α); 3,55 (br d, J = 10,1 Hz, 1H, H5); 
3,74  (br  d, J  =  10,1  Hz, 1H,  H3); 3,80–3,86  (m, 2H, 
H3′′, H5′′); 3,90 (dd, J = 9,7, 4,5 Hz, 1H, H23β); 4,24 (d, 
J  =  7,9  Hz, 1H,  H1′); 4,37  (t, J  =  8,1  Hz, 1H,  H4′′);
 4,55 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H1′′); 4,64 (td, J = 9,9, 3,7 Hz, 
1H, H4′); 4,70–4,76 (m, 1H, H15); 4,81–4,86 (m, 2H, 
H2′,  H4′e); 5,84  (d, J  =  10,4 Hz, 1H,  H13); 6,23  (d, 
J = 15,1 Hz, 1H, H10); 7,32 (d, J = 15,1 Hz, 1H, H11); 
9,61 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H20). 13C ЯМР, HMBC, HSQC 
(CDCl3, 151  MHz) δ  (ppm): 7,55  (C18); 8,41  (С17); 
12,12  (C22); 16,35  (C6′′); 16,36  (C6′); 16,42  (C21); 
19,65  (C3b); 19,87  (C4′′b); 20,29  (C2′b); 24,13  (C4′c); 
24,61 (С16); 27,29 (3C, C4′h); 30,81 (C4′b); 30,96 (C7); 
31,53  (C6); 38,25  (C2); 38,70  (C4′d); 39,72  (C4); 
40,30 (2C, C3′a); 42,71 (C19); 43,27 (C14); 44,01 (C8); 
58,39  (C2′′a); 60,48  (C3′′a); 65,69  (C3); 66,07  (C3′); 
66,30  (C5′′); 68,72  (C23); 69,42  (C2′); 69,99  (C5′); 
70,29  (C4′); 73,67  (C4′′); 74,02  (С15); 76,64  (C3′′); 
78,07  (C4′g); 79,52  (C2′′); 79,69  (C5); 100,05  (C1′′); 
100,73 (C1′); 117,55 (C10); 133,85 (C12); 140,45 (C13); 
146,95 (C11); 154,84 (C4′f); 168,06 (C2′a); 169,02 (C4′′a); 
169,84  C3a); 171,02 (C4′a); 172,62 (C1); 201,54 (C20); 
202,31 (C9).

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(4-аминобутаноил)-
десмикозин (8). Соединение 7 (76 мг; 0,070 ммоль) 
растворяли в 3  мл 50%-ной  TFA в CH2Cl2  при 
0 °С и перемешивали в течение 1 ч. Летучие ком-
поненты смеси удаляли на роторном вакуум-
ном испарителе, остаток растворяли в неболь-
шом объёме  CH2Cl2  и осаждали диэтиловым 
эфиром, осадок центрифугировали, переоса-
ждали продукт таким образом ещё несколько 
раз, сушили на воздухе. Продукт использова-
ли на следующей стадии без дополнительной 
очистки. Выход: 16 мг (23%; 0,016 ммоль); ТСХ: 
Rf 0,17 (CHCl3/MeOH = 20/1); MALDI-TOF MS, 
m/z вычислено для [C49H78N2O18 + H]+ – 983,5; 
найдено – 983,7.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-[[(N2-флуоре-
нилметоксикарбонил)-N6-трет-бутоксикарбо-
нил-L-лизил]-L-пролил-L-пролил-(О-трет-бу-
тил-L-тирозил)-4-аминобутаноил]-десмико-
зин  (9a). Защищённый тетрапептид  1a  (54  мг; 
61 мкмоль; 1,5 экв.) растворяли в DMF и добав-
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ляли HBTU (31 мг; 82 мкмоль; 2 экв.), DIPEA 
(21 мкл; 123 мкмоль; 3 экв.) и перемешивали в 
течение 15 мин. Далее в смесь добавляли про-
изводное 8 (40 мг; 41 мкмоль; 1 экв.). Затем по 
истечении 20 мин добавляли 20% DIPEA от ис-
ходного количества (4,2  мкл). Смесь оставля-
ли перемешиваться на ночь, затем разбавляли 
водой в несколько раз и экстрагировали сме-
сью гексан/этилацетат  =  (1/1). Органическую 
фазу последовательно промывали небольшими 
объёмами 0,1  М  HCl, воды и 5%-ного раство-
ра NaHCO3. Очистку целевого соединения про-
водили в системе CHCl3/MeOH = 20/1. Выход: 
23  мг (29%; 12  мкмоль); ТСХ: Rf  0,42 (CHCl3/
MeOH  =  20/1); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис-
лено для [C98H139N7O27  +  H]+  – 1847,0; найде-
но – 1846,8.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-[[(N-флуоренил-
метоксикарбонил)-О-трет-бутил-L-аспартил]-
(N6-трет-бутоксикарбонил-L-лизил)-L-про-
лил-L-пролил-(О-трет-бутил-L-тирозил)-4-
аминобутаноил]-десмикозин  (9b). Получали ана-
логично 9a, исходя из 41 мг (39 мкмоль; 1,3 экв.) 
защищённого пентапептида  2a, HBTU (23  мг; 
60 мкмоль; 2 экв.), DIPEA (19 мкл; 107 мкмоль; 
3,6  экв.), производного  8  (29  мг; 30  мкмоль; 
1  экв.). Очистку целевого соединения прово-
дили в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. Выход: 
9  мг (15%; 4,5  мкмоль); ТСХ: Rf  0,35 (CHCl3/
MeOH  =  20/1); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис-
лено для [C106H152N8O30  +  H]+  – 2018,1; найде-
но – 2017,8.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-[(N-трет-бутил-
оксикарбонил-L-валил)-(О-трет-бутил-L-аспар-
тил)-(N6-трет-бутоксикарбонил-L-лизил)-L-
пролил-L-пролил-(О-трет-бутил-L-тирозил)-
4-аминобутаноил]-десмикозин (9c). Получали ана-
логично 9a, исходя из 80 мг защищённого гекса-
пептида (3a) (78 мкмоль; 1,5 экв.), HBTU (39 мг; 
103 мкмоль; 2 экв.), DIPEA (32 мкл; 185 мкмоль; 
3,6  экв.), производного  8  (51  мг; 52  мкмоль; 
1  экв.). Очистку целевого соединения прово-
дили в системе CHCl3/MeOH  =  20/1. Выход: 
30  мг (29%; 15  мкмоль); ТСХ: Rf  0,3 (CHCl3/
MeOH  =  20/1); MALDI-TOF MS, m/z вычислено 
для [C101H159N9O31 + H]+ – 1995,1; найдено – 1994,9.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(L-лизил-L-пролил-
L-пролил-L-тирозил-4-аминобутаноил)-десмико-
зин (1). Соединение 9a массой 16 мг (8,7 мкмоль) 
растворяли в 500 мкл 20%-ного раствора пипе-
ридина (Pip) в DMF. Смесь перемешивали в те-
чение 40 мин при комнатной температуре. Да-
лее продукт осаждали из раствора петролейным 
эфиром, осадок отделяли центрифугировани-
ем, и вещество переосаждали таким образом 
несколько раз. Полученный твёрдый остаток 
добавляли к 500  мкл 50%-ной TFA в хлори-

стом метилене при 0 °С, и смесь перемешивали 
в течение 1 ч при 0 °С. Далее TFA и раствори-
тель удаляли в вакууме. Получившийся сухой 
остаток растворяли в небольшом количестве 
хлористого метилена и осаждали диэтиловым 
эфиром, осадок отделяли центрифугировани-
ем, затем полученный продукт переосаждали 
таким образом несколько раз. Выход: 1 мг (8%; 
0,68  мкмоль); MALDI-TOF  MS, m/z  вычис-
лено для [C74H113N7O23  +  H]+  – 1468,8; найде-
но – 1468,9.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(L-аспартил-L-ли-
зил-L-пролил-L-пролил-L-тирозил-4-амино-
бутаноил)-десмикозин (2) получали аналогично 1 
исходя из  9b  (9  мг; 4,5  мкмоль). Выход: 1  мг 
(14%; 0,63 мкмоль); MALDI-TOF MS, m/z вы-
числено для [C78H118N8O26 + H]+ – 1583,8; най-
дено – 1583,9.

3,2′,4′′-О-триацетил-4′-О-(L-валил-L-аспар-
тил-L-лизил-L-пролил-L-пролил-L-тирозил-4-
аминобутаноил)-десмикозин  (3). Соединение  9c 
(30  мг; 15  мкмоль) растворяли в 500  мкл 
50%-ной TFA в хлористом метилене при 0  °С 
и перемешивали в течение 1 ч при 0  °С. Далее 
TFA и растворитель удаляли в вакууме. Полу-
чившийся сухой остаток растворяли в неболь-
шом количестве хлористого метилена и оса-
ждали диэтиловым эфиром, осадок отделяли 
центрифугированием, затем полученный про-
дукт переосаждали несколько раз. Выход: 5 мг 
(20%; 3,0  мкмоль); MALDI-TOF  MS, m/z  вы-
числено для [C83H127N9O27 + H]+ – 1682,9; най-
дено – 1683,0.

Изучение связывания аналогов десмикози-
на с рибосомами E. coli. Аффинность соедине-
ний к 70S-рибосомам E. coli  (штамм MRE-600 
(70S-рибосомы  E.  coli  были любезно предо-
ставлены лабораторией А.Л.  Коневеги)) опре-
деляли методом конкурентного связывания в 
присутствии флуоресцентного аналога эри-
тромицина – BODIPY-ERY, как было описано 
ранее  [49, 50]. Концентрации исследуемых ве-
ществ варьировались от 1 нМ до 10 мкМ. Кон-
центрация 70S-рибосом E. coli и BODIPY-ERY 
составляла 50 и 16  нМ соответственно. Смесь 
инкубировали 2 ч при комнатной температуре, 
затем измеряли уровень анизотропии флуорес-
ценции. Для каждого соединения было выпол-
нено минимум 2 повтора. Расчёт эффективных 
констант диссоциации был проведён на основе 
стандартной модели, которая описывает равно-
весное конкурентное связывание двух лиган-
дов в одном сайте [51].

In vitro трансляция.  Ингибирование синте-
за белка в бесклеточной системе  проводили 
на основе системы трансляции люцифера-
зы светлячка, как было описано ранее  [52]  – 
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T7-транскрибируемая мРНК (Fluc) люцифера-
зы светлячка (Photinus pyralis) транслировалась 
в бесклеточной S30-системе E.  coli согласно 
известной методике  [53]. Концентрация ис-
следуемых соединений составляла 20  мкМ, 
уровень трансляции  in  vitro  после инкубиро-
вания измеряли с помощью системы Bright-
Glo® Luciferase Assay System («Promega», США) 
на планшетном мультиридере «VICTOR  X5 
Multilabel Plate Reader».

Тестирование на антибиотическую актив-
ность проводили на следующих штаммах: E. coli 
JW5503  ΔtolC, модифицированном репортёр-
ной последовательностью pDualrep2 [54, 55], в 
котором остановка процесса трансляции при-
водит к экспрессии красного флуоресцентного 
белка Katushka2S; E. coli JW5503 ΔtolC KanR, ре-
зистентный к канамицину; E. coli JW5503 ΔtolC, 
модифицированном плазмидой pKH80 [56], 
обеспечивающей устойчивость к эритроми-
цину за счёт экспрессии метилтрансферазы 
ErmC; E.  coli SQ171  ΔtolC, трансформирован-
ном плазмидой pAM552 [57]; E. coli SQ171 ΔtolC, 
модифицированном pAM552 с заменой A2058G 
в 23S рРНК; E. coli SQ171 ΔtolC, модифициро-
ванном pAM552 с заменой A2059G в 23S рРНК 
(плазмиды pAM552, содержащие замены 
A2058G и A2059G, были любезно предостав-
лены А.С.  Манькиным (Иллинойсский уни-
верситет в Чикаго)). Тестируемые соединения 
в количестве 10 нмоль, а также эритромицин в 
количестве 6,8 нмоль наносили на чашки с ага-
ром, которые уже содержали соответствующий 
штамм. Чашки инкубировали при 37 °С в тече-
ние ночи, уровень экспрессии флуоресцент-
ных белков в штамме, содержащем плазмиду 
pDualrep2, и зоны ингибирования бактериаль-
ного роста в остальных штаммах оценивали с 
помощью системы визуализации ChemiDoc 
(«Bio-Rad», США).

Измерение минимальной ингибирую-
щей концентрации проводили на следующих 
штаммах: E.  coli JW5503  ΔtolC  KanR, E.  coli 
JW5503 ΔtolC pKH80, E. coli SQ171 ΔtolC pAM552, 
E. coli SQ171 ΔtolC pAM552 A2058G, E. coli SQ171 
ΔtolC  pAM552  A2059G. Для проведения экспе-
римента 96-луночный планшет заполняли 
сус пензией клеток, полученной путём разбав-
ления ночной культуры в 200  раз в среде  LB 
(«Amresco», США). В  ячейки первого ряда 
добавляли 4  мкл тестируемого соединения 
(в концентрации 4–68  мМ в  ДМСО), после 
чего готовили серию двукратных разведений  
в последующих рядах до десятого. После этого 
планшеты инкубировали при 37  °С в течение 
ночи с аэрацией 200  об./мин. О  концентра-
ции клеток судили по значению оптической 

плотности при 600  нм. Измерение проводи-
ли на планшетном мультиридере «VICTOR X5 
Multilabel Plate Reader». В качестве минималь-
ной ингибирующей концентрации  (МИК) 
принимали наименьшую концентрацию, при 
которой исследуемое вещество полностью по-
давляло рост бактерий .

Молекулярная динамика*. Моделируемая 
система. Структура рибосомы E. coli была по-
лучена исходя из данных рентгеноструктур-
ного анализа структуры с разрешением 3,1  Å 
(PDB ID: 4V7U) [58] с добавлением в 23S рРНК 
модифицированных оснований в соответ-
ствии со сведениями из банка данных  [59]. 
Положения модифицированных оснований 
были оптимизированы минимизацией энер-
гии сочетанием метода наискорейшего спуска 
с алгоритмом Бройдена–Флетчера–Гольдфар-
ба–Шанно с ограниченным использованием 
памяти  [60], за которой следовал расчёт ко-
роткой молекулярной динамики. При этом все 
немодифицированные основания были пол-
ностью зафиксированы, тогда как модифици-
рованные основания, ионы и вода двигались, 
а эритромицин, содержавшийся в исходной 
рентгеновской структуре, был изъят. После оп-
тимизации были выделены все остатки, у кото-
рых хотя бы один атом попадал в кубическую 
область с ребром длиной 7 нм, включающую в 
себя весь РТ и ПТЦ, так что центр этой обла-
сти находился в туннеле, а сам туннель проле-
гал вдоль мысленной оси аппликат. Подобный 
подход использовался в работах ранее [61, 62]. 
На полученное выделение накладывали струк-
туру рибосомы  Haloarcula marismortui, имею-
щую разрешение 3,0  Å (PDB  ID:  1K9M)  [28], 
устанавливая в этот фрагмент рибосомы TYL. 
Затем остаток микарозы удаляли, а конфор-
мацию остатка мицинозы в сайте связывания 
оптимизировали докингом, применяя пакет 
rDock [63], сохраняя при этом положение, ори-
ентацию и конформацию лактонного коль-
ца и остатка микаминозы неизменными. При 
моделировании комплекса онкоцина с рибо-
сомой  E.  coli  на то же выделение накладыва-
ли структуру комплекса онкоцина  112 (ONC, 
VDKPPYLPRPRPPRrIYNr-NH2) с рибосомой 
Thermus thermophilus, имеющую разрешение 
2,9 Å (PDB ID: 4Z8C) [43], устанавливая в этот 
фрагмент ONC.

При моделировании конъюгатов десмико-
зина с фрагментами онкоцина (1–3) исходные 
состояния структуры их комплексов с рибосомой 
E. coli получали, накладывая на описанную выше 

* Детализированное описание методов молекулярно-ди-
намического моделирования приведено в Приложении.
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структуру комплекса десмикозина  N-концевые 
пептиды онкоцина Val1Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6  или 
Lys3Pro4Pro5Tyr6  из структуры комплекса ONC 
с рибосомой  T.  thermophilus. При этом остаток 
4-аминобутановой кислоты, соединяющий 
десмикозиновую и онкоциновую части конъю-
гатов, а также ацетильные группы в 3,2′,4′′-по-
ложениях были смоделированы с помощью 
программы PyMOL.

В ходе молекулярно-динамического мо-
делирования этилальдегидная группа каждого 
рассматриваемого производного десмикозина 
была ковалентно связана с экзоциклической 
аминогруппой основания  A2062 с образова-
нием карбиноламина. При изучении эффекта 
мутации  A2059G в построенных таким обра-
зом структурах заменялось соответствующее 
азотис тое основание.

Общие условия моделирования.  Все расчёты 
молекулярной динамики и анализ полученных 
траекторий проводили с использованием паке-
та GROMACS версия 5.1.4 [64, 65]. Канониче-
ские и модифицированные аминокислотные 
и нуклеотидные остатки моделировали с ис-
пользованием силового поля Amber14sb [66], а 
DES и его производные – с помощью силово-
го поля GAFF [67]. При этом оптимизирован-
ные трёхмерные структуры и молекулярные 
электростатические потенциалы вновь пара-
метризуемых остатков и соединений получа-
ли квантово-химическими расчётами методом 
Хартри–Фока с базисом 6-31G*. Точечные за-
ряды вычисляли в модели RESP [68]. Времен-
ной шаг интегрирования во всех вычислениях 
составлял 2  фс, координаты записывались в 
файл траектории каждые 25 пс. Для ограниче-
ния длин связей с атомами водорода использо-
вали алгоритм LINCS [69]. Моделирование вы-
полнялось при температуре 310  К с периодом 
привязки 0,1  пс под управлением термостата 
масштабирования скоростей с добавочным 
стохастическим членом  [70] и периодических 
граничных условиях с изотропным постоян-
ным давлением, поддерживаемым баростатом 
Берендсена  [71] с периодом привязки 5  пс. 
Электростатические взаимодействия обраба-
тывались посредством сети частиц Эвальда [72] 
с шагом сетки 0,125 нм и четвёртым порядком 
интерполяции. Моделируемые системы цен-
трировали в тетрагональной ячейке размером 
9,5  ×  9,5  ×  9,4  нм, заполненной молекулами 
воды TIP4PEW [73] так, что грани системы были 
покрыты слоем растворителя в 0,9  нм. Оста-
точный отрицательный заряд системы был 
компенсирован ионами калия с оптимизиро-
ванными параметрами  [74], причём добавля-
емые ионы располагались вблизи отрицатель-

но заряженных групп  [75] (программный код 
был любезно предоставлен А.О.  Залевским). 
Кроме того, часть молекул воды была случай-
ным образом заменена ионами калия, магния 
и хлорид-анионами с тем, чтобы препятство-
вать вымыванию противоионов магния и ка-
лия в водную фазу; при этом в водной фазе 
устанавливались концентрации 7 мМ MgCl2 и 
100 мМ KCl. Остатки, хотя бы один атом кото-
рых находится в пределах 0,1 нм от грани моде-
лируемого участка рибосомы, были позицион-
но ограничены, при этом все остальные могли 
свободно двигаться.

При моделировании структуры комплекса 
соединения 3 с рибосомой E. coli выполнялись 
расчёты уравновешенной метадинамики [76] с 
обменом реплик  [77] для введённых ацетиль-
ных групп. Расчёт выполняли при помощи па-
кета PLUMED версия  2.3  [78], работающего в 
комплексе с пакетом GROMACS версия  5.1.4. 
Взвешивающий потенциал подстраивали, 
добавляя к нему одно- и двумерные гауссо-
вы функции высотой 3  кДж/моль и шириной 
10 градусов с периодичностью 2500 шагов (5 пс) 
до тех пор, пока высота гауссиан не достигла 
порядка 0,1  кДж/моль. Взвешивающий коэф-
фициент составлял 8, использовалось 6 реплик. 
В ходе этих расчётов подвижность атомов саха-
рофосфатного остова 23S  рРНК была ограни-
чена параболическим потенциалом с силовой 
константой 1000 кДж/нм2, подвижность атомов 
пептидной части конъюгата была ограничена 
параболическим потенциалом с силовой кон-
стантой 10  кДж/нм2, а подвижность десмико-
зиновой части конъюгата, воды, ионов, а также 
аминокислотных остатков белков рибосомы и 
азотистых оснований не ограничивалась.

Методы анализа траекторий.  Анализ ме-
стонахождения и частоты встречаемости во-
дородных связей и стэкинг-взаимодействий 
производили по описанной ранее методи-
ке  [79]. Частота встречаемости водородной 
связи или стэкинг-взаимодействия рассчи-
тывалась как отношение количества кадров 
траектории, в которых обнаружено соответ-
ствующее взаимодействие, к общему коли-
честву кадров в траектории. Кластеризацию 
проводили методом  GROMOS  [80]. Так-
же вычисляли значения среднеквадратич-
ной флуктуации атомов  (RMSF). RMSF 
i-атома с координатой ri на протяжении T кад-
ров траектории  рассчитывали по формуле: 

При анализе траекторий значения RMSF ато-
мов усредняли по рассматриваемым молекулам.
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Визуализацию  полученных данных прово-
дили с помощью программного обеспечения 
PyMOL  2.6 (The  PyMOL Molecular Graphics 
System, Version 2.6 Schrödinger, LLC).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Статическое моделирование.  С помощью 
статического моделирования был выполнен ди-
зайн конъюгатов десмикозина с фрагментами 
онкоцина, целью которого было определение 
оптимальной аминокислотной последователь-
ности в структуре онкоцина (рис. 1, а), с кото-
рой может быть осуществлена конъюгация, а 
также нахождение наиболее подходящего лин-
кера для соединения макролидной и пептид-
ной частей молекулы. Для этого использовали 
кристаллические структуры TYL в комплексе с 
рибосомой H. marismortui (PDB ID: 1K9M) [28] 
и  ONC в комплексе с рибосомой  T.  thermo-
philus  (PDB  ID:  4Z8C)  [43], полученные мето-
дом рентгеноструктурного анализа (рис. 1, б–г). 
Наложение структур комплексов бактери-

альных рибосом с  TYL и  ONC  (рис.  1,  г) по-
казало, что 4′-O-атом микаминозы  TYL на-
ходится на расстоянии 5,5  Å от атома азота 
амидной группы Tyr6  ONC. Поэтому в каче-
стве фрагментов онкоцина для присоединения 
к  DES были выбраны тетра-(Lys3Pro4Pro5Tyr6), 
пента-(Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6) и гексапептид 
(Val1Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6). Подходящим по 
длине линкером для соединения 4′-OH-группы 
микаминозы и карбоксильной группы Tyr6 ока-
зался остаток 4-аминобутановой кисло-
ты (рис. 1, д).

Синтез.  Синтез сконструированных в со-
ответствии с данными статического моде-
лирования конъюгатов десмикозина с фраг-
ментами онкоцина  (1–3) был осуществлён 
по схеме  (рис.  2). На первом этапе проводили 
ацетилирование  TYL с последующим кис-
лотным гидролизом с получением производ-
ного десмикозина  6, в структуре которого все 
гид роксильные группы, кроме 4′-OH, были 
ацетилированы. Производное модифициро-
вали с помощью Boc-4-аминобутановой кис-
лоты по 4′-OH-группе, получая таким обра-

Рис. 1. Структуры и комплексы с рибосомой онкоцина 112 (ONC), тилозина (TYL), десмикозина (DES) и их производ-
ного VDKPPY-DES. а – Аминокислотная последовательность антимикробного пептида ONC. Оранжевым выделена 
последовательность, предложенная для модификации DES. б – Структура антибиотиков TYL и DES. в – Схематичное 
отображение сайтов связывания TYL (зелёный) и ONC (оранжевый) с 50S-субъединицей рибосомы T. thermophilus. 
г – Наложение структуры комплекса TYL (зёленый) с рибосомой H. marismortui (PDB ID: 1K9M) и структуры комплек-
са ONC (оранжевый) с рибосомой T. thermophilus (PDB ID: 4Z8C). Показано расстояние между атомом азота амидной 
группы Tyr6 онкоцина и 4′-кислородом микаминозы. д – Модель конъюгата десмикозина (зелёный) с фрагментом он-
коцина1–6 (Val1Asp2Lys3Pro4Pro5Tyr6, оранжевый), соединённые через остаток 4-аминобутановой кислоты (розовый), в 
комплексе с рибосомой T. thermophilus (PDB ID: 4Z8C)
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зом соединение  7, после чего деблокировали 
аминогруппу. К  полученному производному 
десмикозина  (8) присоединяли  N-концевые 
пептидные фрагменты онкоцина  (1a–3a), за-
щищённые флуоренилметилоксикарбонильной 
группой (Fmoc-группой) по α-аминофункции, 
Boc-группой  – по ε-аминогруппе лизина и 
tBu-группами – по боковым функциональным 
группам аспарагиновой кислоты и тирозина. 
Пептиды  1a–3a  были предварительно синте-
зированы методом твёрдофазного синтеза на 
2-хлортритильном полимере; для отщепления 

пептидов от носителя с сохранением защитных 
групп применяли HFIP (рис. S1 в Приложении). 
Конденсацию пептидов 1a–3a с аминогруппой 
производного десмикозина  8  осуществляли с 
помощью  HBTU. Удаление защитных групп 
пептидных фрагментов соединений 9a–9c при-
водило к получению конъюгатов 3,2′,4′′-триа-
цетилдесмикозина с фрагментами онкоцина 
Lys3–Tyr6 (1), Asp2–Tyr6 (2) и Val1–Tyr6 (3).

Очистка промежуточных и целевых соеди-
нений проводилась с помощью метода колоноч-
ной хроматографии на силикагеле. Соединения 

Рис. 2. Схема синтеза конъюгатов десмикозина с фрагментами пептида онкоцина. а – 1) Ac2O, Py (5), 2) 0,2 M HCl (6); 
б – Boc-GABA, DMAP, DCC (7); в – 1: 1) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (8), 2) Fmoc-Lys(Boc)ProProTyr(tBu)-OH (1а), HBTU, 
DIPEA (9a), 3) 20% Pip/DMF, 4) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (1); 2: 1) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (8), 2) Fmoc-Asp(tBu)Lys(Boc)
ProProTyr(tBu)-OH (2а), HBTU, DIPEA (9b), 3) 20% Pip/DMF, 4) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (2); 3: 1) 50% TFA/CH2Cl2, 
0 °C (8), 2) Boc-ValAsp(tBu)Lys(Boc)ProProTyr(tBu)-OH (3а), HBTU, DIPEA (9c), 3) 50% TFA/CH2Cl2, 0 °C (3)

5
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были охарактеризованы методами хроматогра-
фии и масс-спектрометрии. Положение замес-
тителя по 4′-гидроксильной группе  DES было 
доказано для промежуточного  соединения  7  с 
помощью методов двумерного  ЯМР: COSY, 
TOCSY, ROESY, 13C-HMBC, 13C-HSQC (рис. S2 
в Приложении). Так, на спектре 13C-HMBC на-
блюдается кросс-пик, соответствующий взаи-
модействию атома H4′  микаминозы с углеро-
дом С4′a  карбонильной группы Boc-GABA. 
Эти  атомы, в свою очередь, однозначно иден-
тифицируются по наличию характеристичных 
корреляций в спектрах 13C-HMBC и ROESY.

Изучение связывания производных десмико-
зина с рибосомами E. coli. Способность соедине-
ний связываться с бактериальными рибосомами 
была оценена методом конкурентного связы-
вания в присутствии флуоресцентного аналога 
эритромицина – BODIPY-ERY, как было опи-
сано ранее [49, 50]. С помощью данного метода 
удалось определить эффективные константы 
диссоциации  (KD) комплексов полученных со-
единений с рибосомами E. coli (рис. 3, а). Ока-
залось, что ацетилирование десмикозина хотя 
и снижает эффективность связывания с  РТ, 
однако этот эффект выражен слабо  – значе-
ние  KD  для триацетилдесмикозина, соедине-
ние 6 (3,9 ± 0,6 нМ) мало отличается от такового 
для исходного антибиотика DES (2,7 ± 0,6 нМ). 
В  то же время аффинность к рибосоме про-
изводных десмикозина, содержащих фраг-
менты онкоцина, существенно снизи-
лась. Несмотря на то что значения  KD  для 
соединений  1  (80  ±  20  нМ),  2  (170  ±  30  нМ) 
и 3  (310 ± 60 нМ) лежат в наномолярном диа-

пазоне, что характерно как для класса макро-
лидов  [49], так и для взаимодействующих с 
рибосомой пролин-богатых антимикробных 
пептидов  (ПбАМП), в том числе ONC  (6–
93 нМ) [81–84], они всё же на несколько поряд-
ков превышают значение KD для DES. При этом 
наблюдается уменьшение степени сродства 
полученных конъюгатов к  РТ с ростом длины 
пептидного фрагмента. Тем не менее аффин-
ность производных десмикозина, содержащих 
фрагменты онкоцина, к бактериальной рибо-
соме превышает таковую для многих антибио-
тиков, связывающихся в ПТЦ и РТ [85], в том 
числе некоторых ПбАМП [81–84], эффективно 
подавляющих рост бактерий, и значительно 
превосходит аффинность фрагмента ONC1–

9 (KD = 2,8 ± 4,3 мкМ) [84].
In vitro  трансляция.  Поскольку известно, 

что для многих макролидов ингибирование 
пептидил-трансферазной реакции происхо-
дит в процессе трансляции с участием синте-
зирующейся полипептидной цепи  [86–88] и 
может не коррелировать с их аффинностью к 
«пустой» рибосоме  [9,  10], следующим этапом 
была оценка эффективности ингибирования 
полученными соединениями 1–3 трансляции 
in  vitro. Измерение ингибирующей активности 
проводили в бесклеточной системе трансля-
ции мРНК люциферазы светлячка (Fluc). Все 
конъюгаты десмикозина с фрагментами онко-
цина ингибируют синтез белка (рис. 3, б). Зна-
чительный уровень подавления трансляции, 
близкий к исходному антибиотику  DES, про-
демонстрировало соединение  1. Несмотря на 
то что среди полученных конъюгатов это сое-

Рис. 3. Аффинность к рибосоме и ингибирующая активность конъюгатов десмикозина с фрагментами онкоци-
на 1–3. а – Конкурентное связывание BODIPY-ERY и соединений 1–3 с 70S-рибосомами E. coli. Для каждой точ-
ки приведено среднее значение со стандартным отклонением. Эффективные константы диссоциации (KD) ком-
плексов исследуемых соединений с рибосомами представлены как средние значения с доверительным интервалом 
(α = 0,05). б – Способность конъюгатов десмикозина с фрагментами онкоцина ингибировать бактериальную трансля-
цию in vitro. Приведены средние значения со стандартным отклонением



ОНКОЦИНОВЫЕ АНАЛОГИ ДЕСМИКОЗИНА 907

БИОХИМИЯ том 87 вып. 7 2022

динение также имело наибольшую аффинность 
к РТ (рис. 3, а), корреляции между ингибирую-
щей активностью и сродством к рибосоме для 
всего ряда производных не наблюдается.

Антибактериальная активность.  Способ-
ность синтезированных конъюгатов  1–3  к по-
давлению роста бактерий была проверена на 
ряде штаммов E. coli, в том числе резистентных 
к макролидам (рис. 4 и рис. S3 в Приложении).

Штамм E.  coli JW5503  ΔtolC  pDualrep2 со-
держит двойную репортёрную систему с плаз-
мидой pDualrep2. Действие соединений, вызы-
вающих остановку рибосомы, приводит в такой 
системе к экспрессии красного флуоресцент-
ного белка  Katushka2S, что позволяет быстро 
и точно определить механизм действия веще-
ства  [54]. Результаты эксперимента  (рис.  4,  а) 
показали, что соединения в разной степени 
проявляют антимикробную активность, причём 
их действие на бактерии связано с подавлением 
бактериальной трансляции, о чём свидетель-
ствует появление красного окрашивания вокруг 
зон ингибирования штамма JW5503  pDualrep2, 
содержащего репортёрную систему. Актив-
ность триацетилированного производного  6  в 
отношении этого штамма близка к исходному 
антибиотику  DES, а антибактериальное дей-
ствие конъюгатов 1–3 несколько снижено.

Устойчивость штамма E.  coli JW5503  ΔtolC 
pKH80 к макролидам возникает за счёт транс-
ляции метилтрансферазы ErmC, которая мети-
лирует А2058 23S  рРНК бактерий, что приво-
дит к понижению эффективности связывания 
макролидов и рибосомы  [89]. Тестирование 
конъюгатов  1–3  на этом резистентном штам-
ме  (рис.  4,  а  и  б) показало, что все соедине-
ния ингибируют его рост. Несмотря на то что 
по действию на немодифицированный штамм 
производное 1  уступает DES и ERY, на резис-
тентном штамме, содержащем метилтрансфе-
разу  ErmC, оно проявляет активность, в от-
личие от полностью неактивного  ERY, и эта 
активность оказывается более значительной, 
чем в случае DES (рис. 4, б). Несколько мень-
шая активность отмечена для гексапептидного 
производного 3. Следует отметить, что триаце-
тилированный аналог десмикозина  6  проявил 
слабое антибактериальное действие в отноше-
нии ErmC-устойчивого штамма (рис. 4, б).

Устойчивость штаммов E.  coli SQ171  ΔtolC 
A2058G и E.  coli SQ171  ΔtolC  A2059G к макро-
лидам обеспечена за счёт соответствующих 
замен нуклеотидов в консервативном участке 
23S рРНК. A2058 и A2059 являются ключевыми 
нуклеотидами во взаимодействии макролидов 
с рибосомой, замена которых на  G приводит 
к значительному снижению аффинности ан-

тибиотиков к рибосоме и потере ими анти-
бактериальной активности  [90,  91]. Мутация 
A2058G – одна из наиболее частых в клиниче-
ски выделенных резистентных к макролидам 
штаммах. ERY  практически не проявляет ан-
тибактериального действия по отношению к 
данным штаммам, в то время как активность 
DES и его ацетилированного аналога 6  значи-
тельно снижена, особенно в случае мутации 
A2059G (рис. 4, а и табл. S1 в Приложении). В то 
же время производное  1  оказалось активным 
как в отношении штамма с заменой  A2058G, 
так и в случае мутации A2059G (рис. 4, а). Этот 
факт может свидетельствовать об ином, уни-
кальном по сравнению с исходным антибио-
тиком, паттерне взаимодействий полученной 
молекулы с элементами РТ.

Молекулярная динамика.  Методами моле-
кулярной динамики были исследованы ком-
плексы конъюгатов десмикозина с N-концевы-
ми пептидными фрагментами онкоцина (1 и 3) 
с рибосомами E. coli дикого типа, а также содер-
жащими мутацию A2059G в сравнении с ана-
логичными комплексами DES и ONC  (табли-
ца и  рис.  5). Производные десмикозина были 
ковалентно связаны с экзоциклической ами-
ногруппой основания A2062 через карбинола-
минную группу (рис. S4 в Приложении), как это 
было показано для TYL [28]. Количество и про-
тяжённость траекторий приведены в  табл.  S2 
в  Приложении. В  результате было выявлено, 
что DES в комплексе с рибосомой  E.  coli, по-
добно другим 16-членным макролидам  [79], 
удерживается в сайте связывания прочными 
водородными связями между гидроксильными 
группами мицинозы и нуклеотидными остат-
ками  G748 и  A751 и между 2′-гидроксильной 
группой микаминозы и остатком  A2058. При 
введении мутации  A2059G DES  почти полно-
стью теряет водородные связи с мицинозой, 
а встречаемость водородной связи 2′-гидрок-
сильной группы микаминозы с  A2058 умень-
шается более чем вдвое. При этом водородная 
связь, образованная протонированной 3′-ами-
ногруппой, переключается с 4′-гидроксиль-
ной группы остатка  G2505 на  N7 его гетеро-
циклического основания. Причиной служит 
возникающее стерическое противоречие меж-
ду остатком микаминозы и экзоциклической 
аминогруппой  G2059, вследствие которого 
DES поворачивается в сайте связывания, раз-
рывая водородные связи с мицинозой (рис. S5 
в Приложении и таблица).

При введении в структуру конъюгатов аце-
тильных групп по 4′′-гидроксильной группе 
остатка мицинозы, 2′-гидроксильной группе 
остатка микаминозы и 3-гидроксильной груп-

5*
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Рис. 4. Тестирование конъюгатов десмикозина с фрагментами онкоцина на антибиотическую активность. а – Зоны 
ингибирования исследуемыми соединениями роста различных штаммов бактерий E. coli. JW5503 pDualrep2 – штамм 
E. coli JW5503 ΔtolC, модифицированный репортёрной системой pDualrep2, красное свечение вокруг зон ингибирования 
свидетельствует об аресте трансляции; JW5503 ErmC – штамм E. coli JW5503 ΔtolC, трансформированный pKH80 (резис-
тентный к эритромицину за счёт экспрессии метилтрансферазы ErmC); SQ171 – штамм E. coli SQ171 ΔtolC, трансформи-
рованный плазмидой pAM552; SQ171 A2058G – штамм E. coli SQ171 ΔtolC, трансформированный плазмидой pAM552 с 
заменой A2058G в 23S рРНК; SQ171 A2059G – штамм E. coli SQ171 ΔtolC, трансформированный плазмидой pAM552 с 
заменой A2059G в 23S рРНК. DES, а также соединения 1–3 и 6 наносили в количестве 10 нмоль, ERY – в количестве 
6,8 нмоль. Полная версия отсканированных чашек представлена на рис. S3 в Приложении. б – Значения МИК, полу-
ченные для штаммов JW5503 (E. coli JW5503 ΔtolC KanR) и JW5503 ErmC (E. coli JW5503 ΔtolC pKH80, резистентный к 
эритромицину за счёт экспрессии метилтрансферазы ErmC)

пе тилонолида в комплексах конъюгатов 1 и 3 с 
рибосомой E. coli возникают стерические про-
тиворечия между ацетильными группами и 
остатками 23S  рРНК при связывании десми-
козиновой части конъюгатов в  MBS, соответ-
ствующем рентгеноструктурным данным  [28]. 
Поэтому мы методами молекулярно-динами-
ческого моделирования нашли такие конфор-
мации конъюгатов (1 и 3), которые обеспечи-
вали бы их стабильное взаимодействие с MBS 
при условии возможности образования кова-

лентной связи с основанием  A2062, наблюда-
емой для TYL [28] (рис. 5, а–г).

Для конъюгатов  1  и  3, ацетилированных 
по 3-, 2′- и 4′′-гидроксильным группам, не со-
храняются водородные связи  DES, в образо-
вании которых участвовали соответствующие 
гидроксильные группы (таблица и табл. S3–S5 
в Приложении). Кроме того, как указывалось 
выше, введённые ацетильные группы созда-
ют стерические противоречия, приводящие 
к изменению положения десмикозинового 
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Встречаемость водородных связей, образованных DES, ONC и их фрагментами в составе конъюгатов десмикози-
на с N-концевыми пептидами онкоцина в комплексах с рибосомами E. coli дикого типа (WT) и содержащей мута-
цию A2059G

Донор Акцептор
DES
WT

DES
A2059G

ONC
WT

ONC
A2059G

1
WT

1
A2059G

3
WT

3
A2059G

Фрагмент десмикозина

Мициноза/O4′′–H A751/O2′ 74 2 – – – – – –

Мициноза/O4′′–H G748/O6 88 – – – – – – –

Микаминоза/N3′–H G2505/N7 – 60 – – – – – –

Микаминоза/N3′–H G2505/O4′ 73 2 – – – 1 – 3

Микаминоза/O2′–H A2058/N1 94 35 – – – – – –

A752/N6–H Мициноза/O9′′ – – – – – 18 – 35

G748/N1–H Мициноза/O3′′ 96 4 – – 1 4 – –

G748/N1–H Мициноза/O4′′ – – – – 52 7 23 9

Фрагмент онкоцина

Val1/N–H C2507/O2′ – – – 2 – – 82 53

Lys3/Nε–H C2452/O2′ – – – 28 3 3 20 10

Lys3/Nε–H C2507/Oфосфат – – – – 95 96 89 89

Lys3/Nε–H C2573/Oфосфат – – – – 85 95 98 97

Tyr6/N–H U2506/O2′ – – 82 – – – – –

Arg9/Nδ–H C2610/Oфосфат – – 9 28 – – – –

Arg9/Nω–H C2610/O1
фосфат – – 7 32 – – – –

Arg9/Nω–H C2610/O2
фосфат – – 14 50 – – – –

Примечание. Таблица составлена по данным молекулярно-динамических расчётов. Встречаемость состояний дана в % 
от кадров траекторий. Нумерация атомов представлена в соответствии с рис. S4 в Приложении.

фрагмента конъюгата в комплексе с рибосо-
мой по сравнению с исходным десмикозином. 
Тем не менее в смоделированных структу-
рах комплексов конъюгатов  1  и  3  с рибосо-
мой (рис. 5, в) имеется водородная связь меж-
ду N1–H основания  G748 и сложноэфирным 
кислородом 4′′-ацетокси-группы остатка ми-
цинозы, эта связь более стабильна в комплек-
сах, образованных конъюгатом  1  (таблица). 
Разрушение водородных связей, типичных 
для 16-членных макролидов, и одновремен-
ная стабилизация взаимодействий онкоцино-
вой части конъюгатов с 23S рРНК приводят к 
смещению десмикозиновой части конъюга-
тов в сторону  ПТЦ  (рис.  5,  а). В  этой новой 
конформации соединений 1 и 3 их пептидные 
фрагменты образуют довольно стабильные во-
дородные связи, но не характерные для исход-

ного пептида ONC (таблица и рис. S6 в При-
ложении).

Введение мутации A2059G приводит к 
некоторому ослаблению водородных связей 
онкоциновой части конъюгатов  1  и  3  и суще-
ственному ослаблению водородных связей аце-
тилированной мицинозы с основанием  G748 
(табл. S1 и S6 в Приложении и рис. 5, б и г). При 
этом конформация конъюгатов 1 и 3 меняется 
относительно дикого типа слабо, поскольку их 
связывание в целом зависит в первую очередь 
от связывания фрагментов онкоцина и во вто-
рую очередь – от связывания ацетилированного 
остатка мицинозы. Ацетилированный остаток 
микаминозы обеспечивает лишь неспецифи-
ческое кулоновское притягивание к 23S рРНК, 
которое оказывается нечувствительным к виду 
пуринового основания нуклеотида 2059.
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Проведённый анализ значений RMSF 
для  DES, ONC, а также конъюгатов  1  и  3  по-
казал, что замена остатка  A2059 на  G в  MBS 
рибосомы приводит к росту значений RMSF 
для всех исследуемых соединений (рис. 6). Наи-
более выраженный эффект наблюдается для 
DES – подвижность его атомов увеличивается 
в 2  раза при связывании с мутантной рибосо-
мой, что согласуется с его низкой антибакте-
риальной активностью на соответствующем 
резистентном штамме  (рис.  4,  а). Введение в 
структуру DES фрагментов онкоцина ожидаемо 
приводит к росту  RMSF за счёт большей под-
вижности пептидной части молекулы. Влияние 
мутации A2059G на флуктуации атомов ONC, а 
также соединений 1 и 3 заметно слабее. По-ви-
димому, компенсация потерянных водородных 
связей тилонолида за счёт остатков онкоцина 
приводит к стабилизации конформации анти-
биотиков в мутированном MBS, что проявляет-
ся в сохранении антибактериальной активности 

конъюгатов 1 и 3 при переходе к резистентному 
штамму (рис. 4, а).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе осуществлён дизайн и синтез серии 
конъюгатов N-концевых фрагментов онкоцина 
(Val1–Tyr6, Asp2–Tyr6, Lys4–Tyr6) и 3,2′,4′′-три-
ацетилдесмикозина, в которых пептидные фраг-
менты присоединены по 4′-положению мици-
нозы через линкер на основе 4-аминобутановой 
кислоты (1–3). Конъюгаты представляли инте-
рес как потенциальные антимикробные аген-
ты, а также как лиганды, взаимодействующие 
с функционально важными центрами бактери-
альной рибосомы  – MBS, с которым связыва-
ется десмикозин, и ПТЦ, с которым взаимодей-
ствуют N-концевые фрагменты онкоцина.

В синтезированных аналогах десмикозина 
по 3, 2′ и 4′′-гидроксилам макролида содержат-

Рис. 5. Структуры соединений 1, 3 и DES в комплексе с рибосомами E. coli дикого типа (WT) и содержащей мута-
цию A2059G, полученные методом молекулярной динамики. Изображены только десмикозиновые части молекул. 
Альдегидная группа в положении 20 тилонолида показана в форме карбиноламина, образованного с участием экзо-
циклической аминогруппы основания A2062 (само основание А2062 на рисунке не показано). а – Наложение струк-
туры DES (зелёный) и соединения 1 (фиолетовый) в комплексе с рибосомой дикого типа. б – Наложение структуры 
DES (зелёный) и соединения 1 (фиолетовый) в комплексе с рибосомой, содержащей мутацию A2059G. в – Наложение 
структуры соединения 1 (фиолетовый) и 3 (голубой) в комплексе с рибосомой дикого типа. г – Наложение структуры 
соединения 1 (фиолетовый) и 3 (голубой) в комплексе с рибосомой, содержащей мутацию A2059G
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Рис. 6. Среднеквадратичные флуктуации атомов (RMSF) для структур конъюгатов десмикозина с N-концевыми фраг-
ментами онкоцина 1 и 3 в сравнении с DES и ONC в рибосоме E. coli дикого типа (WT, фиолетовый цвет) и E. coli, со-
держащей мутацию A2059G (оранжевый цвет) по данным молекулярной динамики

ся ацетильные группы  (рис.  2), которые были 
введены по следующим соображениям. Ацети-
лирование антибиотиков обычно упоминается 
в литературе в контексте возникновения устой-
чивости у бактерий по отношению к ним  [92, 
93], однако в случае макролидов существуют 
природные антибиотики, ацетилированные 
или ацилированные по гидроксильным груп-
пам лактона и углеводных остатков (напри-
мер, 14-членный макролид ланкамицин  [94, 
95], 16-членный макролид карбомицин  А  [28, 
96] или триацетилолеандомицин [97, 98]). Вве-
дение ацильных и ацетильных заместителей в 
структуру макролидов улучшает фармакоки-
нетические свойства антибиотиков  [99, 100], а 
в некоторых случаях приводит к активным ан-
тибактериальным соединениям, действующим 
в отношении резистентных штаммов  [27, 101, 
102]. Кроме того, при конструировании конъю-
гатов десмикозина с фрагментами онкоцина мы 
полагали, что введение ацетильных групп по 3, 
2′ и 4′′-гидроксилам десмикозинового фрагмен-
та должно ослабить взаимодействия макролид-
ной части молекул с РТ вследствие нарушения 
водородных связей, образованных с участием 
этих гидроксилов  [28, 98], и привести к боль-
шей подвижности десмикозинового фрагмента 
в комплексе конъюгата с рибосомой. Ослаб-
ление взаимодействий десмикозиновой части 
конъюгата с нуклеотидами  РТ может способ-
ствовать тому, что влияние пептидных фраг-
ментов онкоцина на связывание всей молекулы 
в целом проявится более отчётливо.

Сконструированные и синтезированные 
в данной работе конъюгаты  1–3  оказались 

способными связываться с бактериальными 
рибосомами, однако степень их аффинно-
сти снижена по сравнению с исходным анти-
биотиком десмикозином и 3,2′,4′′-триацетил-
десмикозином  (рис.  3,  а). Тем не менее все 
конъюгаты подавляют бактериальную транс-
ляцию  in  vitro  (рис.  3,  б), причём конъюгат с 
тетрапептидным заместителем  (1) по уровню 
ингибирования подобен  DES. Эти результаты 
согласуются с данными тестирования в двойной 
репортёрной системе, где наибольшим ингиби-
рующим действием среди полученных конъю-
гатов также обладает соединение 1 (рис. 4, а).

Конъюгаты  1  и  3  проявили активность в 
отношении устойчивых к макролидам штам-
мов (рис. 4), один из которых содержит ген ме-
тилазы ErmC, метилирующей А2058 [56], а два 
других содержат замены в 23S  рРНК A2058G 
либо  А2059G  [103, 104]. Поскольку ацетили-
рованное производное десмикозина  (6) не 
проявляет значительной активности на резис-
тентных штаммах (рис.  4 и  табл.  S1 в  Прило-
жении), по-видимому, такое действие конъю-
гатов  1  и  3  определяется наличием пептидных 
фрагментов в структуре этих соединений.

Для выяснения роли различных структур-
ных элементов в молекулах конъюгатов десми-
козина с N-концевыми фрагментами онкоцина 
в их взаимодействии с бактериальными рибосо-
мами были выполнены расчёты молекулярной 
динамики комплексов десмикозина, онкоцина 
и конъюгатов 1 и 3  с рибосомой E. coli дикого 
типа, а также с содержащей мутацию A2059G в 
23S  рРНК, приводящую к устойчивости соот-
ветствующего штамма к макролидам.
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По-видимому, как и для других 16-член-
ных макролидов, для взаимодействия с ри-
босомой  конъюгатов десмикозина с фраг-
ментами онкоцина  (1,  3) большое значение 
имеет возможность расположения тилоно-
лида в комплексе с рибосомой оптимальным 
образом для образования ковалентной связи 
с н.о.  A2062 23S  рРНК. При взаимодействии 
конъюгатов  1  и  3  с рибосомой  E.  coli интен-
сивные взаимодействия онкоциновых фраг-
ментов и наличие ацетильных группировок в 
десмикозиновой части соединений способ-
ствуют смещению тилонолида от оптимально-
го расположения в MBS (рис. 5, а). Возможно 
также, что длина линкера на основе 4-ами-
нобутановой кислоты, соединяющего макро-
лидный и пептидные фрагменты конъю гатов, 
недостаточна, чтобы эти фрагменты могли в 
полной мере, синергически, взаимодейство-
вать со своими участками РТ, не перетягивая 
друг друга. Вероятно, более длинный лин-
кер, например, на основе δ-аминовалериано-
вой или ε-аминокапроновой кислот, мог бы 
обеспечить синергическое действие онкоци-
новой и десмикозиновой частей конъюгата. 
Изменение расположения тилонолида в ком-
плексах конъюгатов  1  и  3  с рибосомой под-
тверждается результатами расчёта среднеква-
дратичных флуктуаций атомов исследуемых 
соединений  (RMSF), значения которых для 
соединений  1 и  3  выше, чем для исходного 
антибиотика DES (рис. 6). Этим может объяс-
няться как уменьшение аффинности конъю-
гатов  1  и  3  к рибосоме, так и некоторое сни-
жение их антибактериальной активности по 
сравнению с DES на рибосомах дикого типа 
(рис. 3, а и рис. 4).

В случае рибосомы E. coli, содержащей му-
тацию  A2059G, происходит увеличение под-
вижности DES и соединений  1  и  3  в  MBS по 
сравнению с рибосомой дикого типа  (рис.  5 
и  6), что свидетельствует о дестабилизации 
взаимодействий десмикозинового фрагмента 
с элементами  РТ. Однако, если для  DES та-
кое изменение значительно и проявляется в 
снижении его антибактериальной активности 
по отношению к резистентному штамму, то 
флуктуация производных  1  и  3  увеличивается 
слабо, по-видимому, вследствие значительно-
го вклада онкоцинового фрагмента во взаимо-
действие с рибосомой. Соединение 1 оказалось 
наиболее устойчивым к мутации в  MBS: не-
смотря на ослабление взаимодействия десми-
козиновой части конъюгата из-за влияния 
мутации, онкоциновый фрагмент «удержива-
ет» десмикозиновую часть от покидания MBS. 
Это согласуется с тем, что данное производное 

проявляет наибольшую активность в отноше-
нии резистентного штамма, содержащего му-
тацию A2059G в 23S РНК (рис. 4, а).

Таким образом, в настоящей работе по-
казано, что модификация десмикозина фраг-
ментами антимикробного пептида онкоцина 
приводит к соединениям, способным связы-
ваться с бактериальными рибосомами подобно 
десмикозину и онкоцину и подавлять транс-
ляцию  in  vitro. Конъюгаты гекса- и тетра-
пептидных N-концевых фрагментов онкоцина 
с 3,2′,4′′-триацетилдесмикозином оказались 
активными в отношении штаммов, резистент-
ных к макролидам. Методом молекулярной 
динамики найдены структурные особенности 
взаимодействий этих производных с бактери-
альными рибосомами, в том числе содержащи-
ми мутацию A2059G в 23S РНК, позволяющие 
объяснить полученные экспериментальные ре-
зультаты.
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Design and synthesis of conjugates consisting of the macrolide antibiotic desmycosin and fragments of the 
antibacterial peptide oncocin were perfomed to develop approaches to the creation of new antimicrobial 
compounds. New compounds were shown to bind to the E. coli 70S ribosomes, to inhibit bacterial protein 
synthesis in vitro as well as to suppress bacterial growth. The conjugates of N-terminus hexa- and tripeptide 
fragments of oncocin and 3,2′,4′′-triacetyldesmycosin were found to be active against some strains of macrolide-
resistant bacteria. By simulating the dynamics of the complexes of these compounds with wild-type bacterial 
ribosomes and with ribosomes, containing A2059G 23S RNA mutation, the specifi c structural features of their 
interactions, were revealed.
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ВВЕДЕНИЕ

Углевод-связывающие белки  (УСБ) и, в 
частности, лектины, широко представлены 
в растениях. Эти белки вовлечены во множе-
ство процессов, включая иммунные и другие 
защитные реакции, а также играют ключевые 
роли в развитии растений [1, 2]. Однако оста-

ётся слабо изученной реальная специфичность 
растительных УСБ, что связано в первую оче-
редь с отсутствием подходящих методов её 
определения.

Гликоэррей (printed glycan array) явля-
ется одним из эффективных инструментов, 
используемых для характеристики специ-
фичности  УСБ  [3–6]. Известные гликоэрреи 
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Специфичность большинства углевод-связывающих белков растений либо не изучалась, либо оха-
рактеризована ограниченно, о многих из них известно лишь благодаря биоинформатическому ана-
лизу геномов. Задачу расшифровки углеводной специфичности белков позволяют решать глико-
эрреи – систематические наборы большого количества гликанов, как правило, иммобилизованных на 
подложке (подложку с гликоэрреем называют гликочипом). Растительные углеводы являются наибо-
лее естественными лигандами для изучения растительных белков. В представленной работе показано, 
что растительные полисахариды без дополнительной модификации иммобилизуются на поверхно-
сти, несущей активированные N-гидроксисукцинимидом карбоксильные группы. С использованием 
этого подхода был сконструирован эррей, состоящий из 113 хорошо охарактеризованных раститель-
ных полисахаридов, выделенных из клеточных стенок различных растений, 23 олиго-моносахарида, 
являющихся компонентами некоторых растительных полисахаридов и гликозилированных белков, 
а также ряда лигандов широко известных растительных лектинов. При химической иммобилизации 
полисахаридов их функциональная активность сохранялась, что следует из результатов взаимодей-
ствия с моноклональными и поликлональными антителами и растительным лектином – рицином. 
С помощью гликоэррея была найдена ранее неизвестная способность рицина связывать полисахари-
ды клеточных стенок, что значительно расширяет представление о его специфичности. Также в пери-
ферической крови человека обнаружено наличие множества антител к пектинам и гемицеллюлозам.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: углевод-связывающие белки, растительные лектины, растительные полисахариды, 
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Принятые сокращения: БСА  –  бычий сывороточный альбумин; ТФУ  –  трифторуксусная кислота; УСБ  –  угле-
вод-связывающие белки; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; AGA – апиогалактуронан; HG – гомогалактуронан; Mw и 
Mn – средневесовая и среднечисловая относительные молекулярные массы соответственно; NHS – N-гидроксисукци-
нимид; RG-I – рамногалактуронан I-го типа; RG-II – рамногалактуронан II-го типа; XGA – ксилогалактуронан.
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составлены из олигосахаридов разной приро-
ды и размеров – как синтетических, так и вы-
деленных из природных источников, а также 
полисахаридов, в том числе и растительных [5, 
7–9]. Олигосахариды обычно иммобилизуют 
на активированную (как правило N-гидрокси-
сукцинимидом  (NHS)) поверхность, для чего 
их необходимо предварительно функционали-
зировать аминогруппой  [5] либо превратить 
в неогликоконъюгаты, например, с бычьим 
сывороточным альбумином  (БСА)  [10]; под-
ложку с нанесённым на неё гликоэрреем на-
зывают гликочипом. Несмотря на то что оли-
госахариды  – фрагменты полисахаридов  – не 
сохраняют конформацию последних, олиго-
сахаридный эррей оказался весьма полезным 
для картирования эпитопов моноклональных 
антител к полисахаридам [7].

Растительные полисахариды можно им-
мобилизовать без функционализации, для 
чего используют слайды, покрытые нитроцел-
люлозой [11]. Это позволяет избежать измене-
ний в структуре, связанных с модификациями 
(порой критическими), с одной стороны, а с 
другой  – делает невозможным детектировать 
слабые сигналы из-за высокого фона авто-
флуоресценции нитроцеллюлозы. Тем не ме-
нее такие эрреи стали основой для изучения 
полисахаридов методом детального профили-
рования полимеров на микрочипах (CoMPP, 
comprehensive microarray polymer profi ling). 
Данная технология заключается в том, что 
полисахариды клеточной стенки растений в 
варьируемых условиях экстрагируют, затем 
иммобилизуют на подложке и исследуют их 
структурные особенности с помощью набо-
ра моноклональных антител  [12]. Техноло-
гия  СоМРР позволяет изучать биологические 
процессы, происходящие в клеточной стенке, в 
частности на стадии роста клетки, а также при 
воздействии патогена  [12–14]. По этой техно-
логии структурная характеристика проводится 
лишь для некоторых фракций, выбранных бла-
годаря данным гликоэррея [12, 15]. В литерату-
ре описан комбинированный вариант гликоэр-
рея с одновременным присутствием различных 
олигосахаридов млекопитающих и бактериаль-
ных полисахаридов  [16–18], однако аналога с 
растительными олиго- и полисахаридами в ли-
тературе нами не было найдено.

Целью данной работы было исследование 
потенциала использования гликочипа – акти-
вированного слайда с напечатанными на нём 
предварительно охарактеризованными рас-
тительными полисахаридами и олиго-моно-
сахаридами  – в определении профиля специ-
фичности некоторых гликан-связывающих 

белков, а именно: рицина  – лектина, специ-
фичность которого считается известной; пула 
антител периферической крови человека, гли-
кан-связывающий потенциал которого также 
известен [19, 20], а также моноклонального ан-
титела INRA-RU2, узнающего остов рамнога-
лактуронана I (RG-I) [21].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание библиотеки полисахаридов. Подго-
товка полисахаридов из коммерческих источни-
ков. Образцы полисахаридов (пектины карто-
феля, люпина, цитрусовых, яблока, сахарной 
свёклы, арабиногалактаны лиственницы и 
акации, гемицеллюлозы ячменя, пшеницы, 
тамаринда и кэроба, «Megazyme», Ирландия) 
растворяли, согласно предоставляемым фир-
мой протоколам (основной растворитель  – 
деионизованная вода). При очистке и анали-
зе полисахаридов использовали 2  протокола. 
По первому протоколу определяли молекуляр-
но-массовое распределение, степень полидис-
персности и чистоты, затем образцы обессоли-
вали, используя сефадекс  G-25 и лиофильно 
высушивали. По  второму протоколу образцы 
изначально трижды обессоливали на колонке 
с сефадексом G-25, затем характеризовали по 
аналогичным первому протоколу параметрам 
и также лиофильно высушивали. Кроме того, 
в работе использованы образцы коммерческих 
низко- и высокометилэтерифицированных 
яблочных и цитрусовых пектинов («Herbstreith 
& Fox KG», Германия), для которых предвари-
тельное обессоливание не проводилось.

Растительные полисахариды из природных 
источников. Фракции пектиновых полисахари-
дов получены последовательной экстракцией 
водой (при рН 5,6; 4,0 и 2,0), 0,7%-ным водным 
раствором оксалата аммония из листьев чеме-
рицы Лобеля Veratrum lobelianum Bernh., бада-
на толстолистного Bergenia crassifolia  L., берё-
зы пушистой Betula alba  L., берёзы повислой 
Betula pendula Roth., капусты огородной Brassica 
oleracea spp., борщевика Сосновского Heracleum 
sosnowskyi  L., сабельника болотного Comarum 
palustre  L., солодки голой Glycyrrhiza glаbra  L., 
ревеня волнистого Rheum rhabarbarum  L., лу-
ковиц лука репчатого Allium cepa L., наземной 
части хвоща лесного Equisetum sylvaticum  L., 
смолёвки обыкновенной Oberna behen L., стеб-
лей и листьев рдеста плавающего Potamogeton 
natans  L., побегов и листьев взморника мор-
ского Zostera marina  L., целого растения ря-
ски малой Lemna minor  L., древесной зелени 
сосны сибирской кедровой (кедр сибирский) 
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Pinus sibirica DuTour., лиственницы европей-
ской Larix decidua Mill., пихты сибирской 
Abies sibirica  Ldb., соцветий пижмы обыкно-
венной Tanacetum vulgare L., плодов винограда 
культурного Vitis vinifera  L., баобаба Adansonia 
digitata  L., корнеплодов моркови посевной 
Daucus carota  subsp. sativus (Hoff m.) Schübl. & 
Martens, каллусной культуры пижмы обыкно-
венной Tanacetum vulgare  L., смолёвки обык-
новенной Oberna behen L., смолёвки татарской 
Silene tatarica  (L.) Pers. и ряски малой Lemna 
minor  L. Для получения гомогенных образцов 
пектиновых полисахаридов выделенные фрак-
ции разделяли последовательной ультрафиль-
трацией на мембранах с различным размером 
пор (300, 100, 50 (× 103) г/моль), на ДЭАЭ-цел-
люлозе  (ОН–) и на сефарозе  CL-4B. Рамно-
галактуронаны  I  (RG-I), несущие галактано-
вые боковые цепи различной длины, а также 
арабиногалактан были выделены из волокон 
льна Linum usitatissimum  L. на разных стадиях 
развития растений. Первый вариант RG-I и 
арабиногалактан были получены из волокон 
на стадии быстрого роста растений путём экс-
тракции 10 мM NaOAc-буфером, содержащим 
0,02% NaN

3
 (рН 5,0–5,2), и последующего раз-

деления полимеров с помощью гель-фильтра-
ции на сефарозе CL-4B. Второй вариант RG-I 
получен из зрелых волокон после растворения 
целлюлозы в обезвоженном N,N-диметилаце-
тамиде, содержащем 8%  LiCl, последующего 
её гидролиза целлюлазой «Cellusoft-L» («Novo 
Nordisk Bioindustrrie S.A.», Франция) и очист-
ки высвобождаемой фракции полимеров с по-
мощью диализа (MWCO  12  000) и гель-филь-
трации на сефадексе  G-25 и сефарозе  CL-4B. 
Гетероксиланы из семян ржи Secale cereale  L. 
(мука грубого помола) получали после обра-
ботки экстрагируемых водой и предваритель-
но осаждённых 96%-ным спиртом полимеров 
лихеназой («Megazyme») и последующего раз-
деления фрагментов на сефадексе G-25.

Конечная библиотека лигандов содержала 
113 полисахаридов (см. таблицу в Приложении).

Характеристика состава и свойств образ-
цов полисахаридов. Общее содержание углево-
дов в образцах определяли фенол-сернокис-
лотным методом  [22]. Содержание уроновых 
кислот в образцах полисахаридов определяли 
спектрофотометрическим методом с исполь-
зованием гидроксидифенила (калибровочный 
стандарт  – галактуроновая кислота, фотоко-
лориметрирование  – при 400 и  450  нм)  [23]. 
Содержание белка в образцах полисахаридов 
определяли по методу Лоури (калибровочный 
стандарт  – БСА, фотоколориметрирование  – 
при 750  нм)  [24]; содержание метоксильных 

групп определяли по реакции с пентан-2,4-ди-
оном (калибровочный стандарт  – метанол, 
фотоколориметрирование  – при  412  нм)  [25]. 
Стабильность полисахаридов в условиях печа-
ти эррея оценивали следующим образом: об-
разцы растворяли в 300 мM Na

2
HPO

4
 (рН 8,5) и 

выдерживали в течение 1–3 суток при комнат-
ной температуре либо при –20  °С. Появление 
продуктов β-элиминирования, поглощающих 
при 235 нм, оценивали каждые 12 ч.

Измерение поглощения растворов про-
водили на спектрофотометре Ultrospec  3000 
(«Pharmacia Biotech», Великобритания) либо 
на ПЭ-5300ВИ («Экросхим», Россия).

Моносахаридный состав полисахаридов 
определяли методами газожидкостной и ио-
нообменной хроматографии. В  первом случае 
2,5 мг образца полисахарида растворяли в 1 мл 
2  М трифторуксусной кислоты  (ТФУ), содер-
жащей в качестве внутреннего стандарта мио-
инозит (0,5 мг/мл). Смесь термостатировали в 
запаянной ампуле (5 ч, 100 °С) и далее обраба-
тывали, как описано ранее  [26]. Полученные 
ацетаты полиолов соответствующих моносаха-
ридов анализировали на капиллярной колонке 
VF-5ms размером 0,25  мм  Ø  ×  30  м («Varian», 
США), используя пламенно-ионизационный 
детектор («Varian»), газ-носитель  – гелий. 
Во втором случае 20–50 мкг полисахарида гид-
ролизовали в 400  мкл 2  М  ТФУ (1  ч, 120  °С), 
избыток ТФУ удаляли упариванием, смесь по-
лученных моносахаридов растворяли в деиони-
зированной воде. Разделение моносахаридов 
проводили на колонке CarboPac PA-1 размером 
4  ×  250  мм («Thermo Fisher Scientifi c», США), 
используя импульсный амперометрический 
детектор PAD («Thermo Fisher Scientifi c»). Ско-
рость элюирования  –  1  мл/мин. Температура 
колонки 30  °С. Элюенты: А  –  100  мM  NaOH 
в  1  M  NaOAc, В  –  15  мM  NaOH; элюирова-
ние по схеме: В – 100% (0–20 мин); В – 90%, 
А – 10% (20–21 мин); В – 50%, А – 50% (22–
41 мин); А – 100% (42–55 мин); В – 100% (56–
85  мин). Результаты анализировали с помо-
щью программного обеспечения PeakNet 
версия 4.1 («Dionex», США).

Средневесовую (Mw), среднечисловую (Mn) 
относительные молекулярные массы образ-
цов полисахаридов определяли методом вы-
сокоэффективной гель-проникающей хро-
матографии либо на колонке Shodex OHpak 
SB-806M  HQ размером 8  ×  300  мм («Showa 
Denko», США), температура колонки – 50 °С, 
скорость потока  – 0,3  мл/мин, элюент  – де-
ионизованная вода (термостатирование), либо 
на колонке PSS  SUPREMA 3000  Å размером 
8 × 300 мм («PSS», Германия), температура ко-
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лонки – 40 °С, скорость потока – 0,4 мл/мин, 
элюент  –  0,15  М  NaCl, используя рефракто-
метрический детектор («Agilent», США или 
«Shimadzu», Япония соответственно). Резуль-
таты анализировали с помощью программного 
обеспечения Agilent GPC/SEC или LCsolution 
версия 1.24 SP1.

Растворы полисахаридов концентрировали 
на роторном испарителе Laborota 4002-control 
(«Heidolph», Германия) при 40 °С, лиофилизи-
ровали на приборе Freezemobile  3SL («VirTis», 
США). рН растворов определяли на рН-метре 
MP 225 («Mettler Toledo», Швейцария).

Печать растительного полисахаридного 
чипа. Растительные полисахариды (получен-
ные как описано выше) и олиго-моноса-
хариды в аминоспейсерированной форме 
(«Синтавр», Россия) растворяли в буфере для 
печати (300  мМ  Na

2
HPO

4
), отфильтрован-

ном через 0,2  мкм-фильтр и содержащем 
0,001%  (v/v)  Tween  20 или 0,005%  CHAPS 
(рН  8,5), и переносили в лунки 384-луночно-
го планшета для ПЦР («BIOPlastics», Нидер-
ланды). С  помощью робота SciFlexArrayer  S5 
(«Scienion», Германия) производили печать ли-
гандов бесконтактным способом при относи-
тельной влажности 50%, объём капель – ~0,9 пл. 
Использовали два типа подложек – эпоксид-ак-
тивированные («Семиотик», Россия) и NHS-ак-
тивированные слайды  Н («Schott Nexterion», 
Германия). Концентрация олигосахаридов в 
наносимых на подложку растворах составля-
ла 20  мкМ, полисахариды наносили в концен-
трации 100 мкг/мл. Каждый лиганд печатали в 
девяти повторах. После печати гликочипы ин-
кубировали 1–3  ч при относительной влажно-
сти 75% и упаковывали под вакуумом.

Изучение взаимодействия УСБ с лигандами 
полисахаридного эррея. Гликочипы выдержива-
ли в буфере для блокировки (25  мМ  этанола-
мина («Sigma-Aldrich», США), 100 мМ борной 
кислоты («Люми», Россия), 0,2% (v/v) Tween 20 
(«Sigma-Aldrich»), pH  8,5) в течение 90  мин 
при постоянном помешивании при комнатной 
температуре, после чего 2 раза промывали фос-
фатно-солевым буфером («Эко-Сервис», Рос-
сия), содержащим 0,05% (v/v) Tween 20 (ФСБ-
0,05%). Далее исследуемые образцы наносили 
на чип, как описано ниже.

1. 1  мл раствора моноклонального анти-
тела INRA-RU2 (любезно предоставленного 
Мари-Кристин Рале и Фабьен Гийон (Фран-
цузский национальный институт сельско-
хозяйственных исследований, Нант, Фран-
ция)) в разведении 1  :  10 в  ФСБ, содержащем 
0,1%  (v/v)  Tween  20 и 1%  БСА (ФСБ-0,1%; 
«Sigma», США), инкубировали 1  ч при 37  °С 

и повышенной влажности, после этого 2  раза 
промывали в ФСБ-0,05%. Затем наносили на 
гликочип 1  мл раствора биотинилированных 
антител козы, узнающих иммуноглобулины 
мыши («Thermo Scientifi c», США), разведён-
ных 1 : 200 в ФСБ-0,1%, и инкубировали в те-
чение 1 ч при 37 °С и повышенной влажности. 
Далее 2  раза промывали в ФСБ-0,05%. Затем 
наносили на чипы по 1  мл раствора стрепта-
видина, меченного флуоресцентной меткой 
Аlexa  555 («Invitrogen», США), разведенного 
1 : 1000 в ФСБ-0,1%, и инкубировали в течение 
1 ч при 37 °С и повышенной влажности.

2. 1  мл раствора стандартной плазмы кро-
ви («Sigma», США) в разведении 1 : 15 в ФСБ-
0,1% инкубировали в течение 1  ч при 37  °С и 
повышенной влажности. Далее промывали 
гликочип, как описано выше. Затем наносили 
раствор вторичных антител козы, узнающих 
человеческие IgG и IgM, меченные Alexa 555 и 
Alexa  647 соответственно («Invitrogen»), разве-
дённых 1  : 250 в ФСБ-0,1%, и инкубировали в 
течение 1 ч при 37 °С и повышенной влажности.

3. 1  мл раствора биотинилированного ри-
цина RCA120 («Vector Laboratories», США) с 
концентрацией 10  мкг/мл в  ФСБ-0,1% инку-
бировали 1  ч при 37  °С и повышенной влаж-
ности. Далее промывали, как описано выше. 
Затем наносили раствор стрептавидина, ме-
ченного флуоресцентной меткой Аlexa  555 
(«Invitrogen»), в разведении 1  :  1000 в  ФСБ-
0,1% и инкубировали 1 ч при 37 °С и повышен-
ной влажности.

Подготовленные гликочипы промывали 
2 раза ФСБ-0,05% и на конечном этапе – в би-
дистиллированной воде, а затем высушивали 
чипы центрифугированием и сканировали (раз-
решение – 10 мкм) с помощью флуоресцентного 
ридера InnoScan 1100 AL («Innopsys», Франция). 
Полученные изображения преобразовывали в 
таблицу Excel с помощью программного обе-
спечения ридера ScanArray Express  4.0 с ис-
пользованием метода подстраивающихся колец 
(«PerkinElmer», США) и GAL-файла. Результа-
ты представляли в виде медианы относительных 
единиц флуоресценции  (RFU), отражающей 
аффинность и количество УСБ. Сигналы, вели-
чины которых были ниже 5% от максимального 
значения RFU, считали незначимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Создание библиотеки олиго- и полисаха-
ридов. Полисахариды выделяли из клеточных 
стенок растений и каллусных культур, а также 
использовали коммерчески доступные полиса-

6
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хариды («Megazyme» и «Herbstreith & Fox KG»), 
дополнительно очищенные от низкомолеку-
лярных примесей и фракционированные с 
помощью ультрафильтрации, ионообменной 
и гель-проникающей хроматографий. Для по-
лученных образцов полисахаридов определяли 
моносахаридный состав, степень этерифика-
ции  (СМ), средневесовую  (Mw) и среднечис-
ловую  (Mn) относительные молекулярные 
массы, индекс полидисперсности  (Mw/Mn) и 
содержание в них белковых примесей. Полная 
характеристика выделенных полисахаридов 
представлена в  таблице в  Приложении; боль-
шая часть из них относится к пектинам, ряд 
образцов был представлен гемицеллюлоза-
ми (рис. 1).

В пектинах выделяют следующие струк-
турные домены: гомогалактуронан (HG), рам-
ногалактуронан I-го типа (RG-I), замещённые 
галактуронаны, к которым относятся ксилога-
лактуронан (XGA), апиогалактуронан (AGA) и 
рамногалактуронан II-го типа (RG-II) [27, 28]. 
Для каждого из них характерно своё, специфи-
ческое соотношение моносахаридных остатков.

Все использованные пектины были охарак-
теризованы по содержанию HG и RG-I. В со-
ответствии с классическими представ лениями 
остов RG-I сформирован повторяющимися 
дисахаридными звеньями [→2)-α-L-Rhap-(1→4)-
α-D-GalpA-(1→] и содержит эквивалентное ко-
личество Rha и  GalA; цепи  HG построены из 
остатков GalA, связанных между собой 1,4-свя-
зями  [25]. Исходя из этого, содержание HG в 
пектинах мы оценивали по доле остатков GalA 
от суммы всех моносахаридов с учётом вычета 
остатков GalA, входящих в состав RG-I (опре-
деляли как разность (GalA – Rha)). Для харак-
теристики пектинов по содержанию RG-I оце-
нивали суммарную долю остатков Rha и GalA 
(Rha × 2) от суммы всех моносахаридов.

Важными структурными компонентами 
пектиновых полисахаридов являются остатки 
Gal и Ara. Они могут как входить в состав от-
дельных арабиногалактанов, так и формиро-
вать боковые углеводные цепи RG-I  (рис.  1). 
В  арабиногалактанах остатки Gal связаны 
между собой 1,3- и 1,6-связями; остатки  Ara, 
как правило, имеют терминальное расположе-
ние; соотношение Ara/Gal варьирует от  30/70 
до  40/60. Боковые цепи в RG-I формируют, 
арабинаны c 1,5-связанными остатками  Ara, 
доля которых в боковых цепях больше  50%, 
галактаны с 1,4-связанными остатками  Gal, в 
которых доля остатков Ara незначительна [30]. 
Различия в составе этих полисахаридов мы ха-
рактеризовали величиной суммы остатков Gal 
и Ara, а также соотношением Gal/Ara.

HG образует основную углеводную цепь 
в XGA и  AGA. В  XGA боковые цепи, образо-
ванные 1,2-, 1,3- и 1,4-связанными остатка-
ми Xyl, замещают остатки GalA по О-3 [31, 32]. 
В AGA остатки GalA могут быть замещены по 
O-2 и/или O-3 единичными , или несколькими 
1,3-связанными остатками апиозы  (Api)  [33]. 
Степень замещения остатков GalA в AGA 
и  XGA мы характеризовали соотношени-
ем Api(Xyl)/GalA.

По преобладанию тех или иных структур-
ных элементов полисахариды для гликоэррея 
были разделены на несколько групп  (табли-
ца). В  группу  1 были объединены пектины с 
высокой долей  HG, в которых доля остатков 
GalA, образующих его основную углеводную 
цепь, составляет  ≥86% от суммы всех моно-
сахаридов, и невысоким содержанием участ-
ков RG-I, а также цепей из остатков Ara и Gal. 
В группу 2 мы объединили пектины, в которых 
HG также является преобладающим доменом 
(GalA ≥ 50%), но с бо льшим содержанием Ara 
и  Gal, чем в полисахаридах первой группы. 
Группа 3, в отличие от первой и второй групп, 
включает пектины, содержащие RG-I, в кото-
рых доля остатков GalA и Rha, образующих его 
главную углеводную цепь, составляет  10–40% 
от суммы всех моносахаридов. Группа 4 вклю-
чает пектины, в составе которых RG-I является 
доминирующим компонентом, доля остатков 
Gal и Ara в них составляет 10–40%. Группы 5–7 
включают полисахариды, в составе которых 
преобладают остатки Ara и  Gal  (40–100%); в 
группе 5 объединены полисахариды с высоким 
содержанием и остатков Ara, и Gal; в группе 6 – 
полисахариды с преобладанием остатков Ara; в 
группе 7 – остатков Gal. Замещённые галакту-
ронаны (XGA и AGA) объединены в группу 8. 
Остальные 13  полисахаридов, которые в ка-
честве доминирующего компонента содержат 
или галактоманнан, или арабиноксилан, или 
ксилан, или глюкан, или ксилоглюкан, были 
объединены в группу 9 и обозначены как геми-
целлюлозы. Кроме перечисленных выше поли-
сахаридов, эррей содержал 14 моносахаридов и 
9 олигосахаридов – компонентов использован-
ных полисахаридов и/или типичных лигандов 
известных растительных лектинов (таблица).

Оптимизация условий иммобилизации глика-
нов. Для иммобилизации полисахаридов было 
использовано два типа активации поверхности 
слайда – эпоксидом или NHS-эфиром. Иммо-
билизацию на эпоксид-активированном слай-
де проводили в 300 мМ Na

2
HPO

4
, содержащем 

неионогенный детергент Tween 20 (эти условия 
были рекомендованы производителем слайдов 
для иммобилизации олигосахаридов). Однако, 
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Рис. 1. Схематическое изображение фрагментов основных структурных компонентов полисахаридов клеточной стенки 
растений, которые вошли в состав гликоэррея: а – пектиновые полисахариды, б – гемицеллюлозы (создано с помощью 
ресурса DrawGlycan-SNFG  [29]); более подробно символическую номенклатуру моносахаридов можно посмотреть 
на glycopedia.eu

6*
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в отличие от олигосахаридов, для полисаха-
ридов наблюдалось неравномерное распреде-
ление интенсивности флуоресценции (после 
проявки, см.  раздел «Материалы и методы») 
внутри спота в виде «бубликов» (рис. 2). Похо-

жее явление, описанное ранее [8], объясняется 
неудачным сочетанием нескольких факторов, 
в частности скорости высыхания нанесённой 
капли и особенностями структуры наносимых 
на поверхность гликанов. Варьирование ус-

Группы гликанов, составляющих гликоэррей

№ группы Наименование группы полисахаридов

1 Гомогалактуронаны (HG)

2 Пектины с преобладанием HG

3 Пектины с преобладанием HG и значительной долей RG

4 Пектины с преобладанием RG

5 Полисахариды с преобладанием Ara и Gal

6 Полисахариды с преобладанием Ara

7 Полисахариды с преобладанием Gal

8 Замещённые галактуронаны (XGA, AGA)

9 Гемицеллюлозы: GAM, AX, XYL, GLC, XG

Моно- и олигосахариды

№ Структура № Структура

1-s L-Fucα-sp* 39-s Xylβ-sp

2-s Galα-sp 40-s Xylα-sp

3-s Galβ-sp 97-s Galβ1-4GlcNAcβ-sp

5-s GalNAcα-sp 111-s Glcβ1-4Glcβ-sp1

7-s Glcα-sp 112-s Glcβ1-6Glcβ-sp1

9-s Glcβ-sp 116-s GlcNAcβ1-4GlcNAcβ-sp

16-s Manα-sp 504-s (Galβ1-4GlcNAcβ1-2Manα1)
2
-3,6-Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAcβ-sp1

18-s Manβ-sp 505-s (GlcNAcβ1-2Manα1)
2
-3,6-Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAcβ-sp1

20-s L-Rhaα-sp1** 627-s (Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-2Manα1)
2
-3,6-Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAcβ-sp1

28-s Xylβ-sp1 831-s Galβ1-4Glcβ-sp

29-s Fucβ-sp1 844-s Xylβ1-2Manα-sp

31-s L-Araα-sp1

Примечание. Используемые сокращения: AGA – апиогалактуронан, AX – арабиноксиланы, GAM – галактоманнаны, 

GLC – глюканы, HG – гомогалактуронан, RG-I – рамногалактуронан I, XG – ксилоглюканы, XGA – ксилогалакту-

ронан, XYL – ксиланы.

* sp – -OCH
2
CH

2
CH

2
NH

2
.

** sp1 – -NHCOCH
2
NH

2
. Все моносахариды являются D-пиранозами, если не указано иначе.
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ловий, в частности замена Tween  20 на цвит-
терионный детергент CHAPS, лишь отчасти 
помогло исправить ситуацию (данные не при-
ведены). Поэтому была апробирована альтер-
нативная химия иммобилизации – на NHS-ак-
тивированных слайдах  Slide  H) производства 
«Schott Nexterion», которые более реакционно-
способны, чем эпоксидные, а также содержат, 
как заявлено производителем, 3D-поверхност-
ный слой полимера, который снижает скорость 
высыхания капли. Морфология спотов (рис. 2) 
при печати полисахаридов на этих слайдах ока-
залась приемлемой, хотя споты не всегда были 
одинакового диаметра, что пришлось нивели-
ровать использованием метода подстраиваю-
щихся колец при обработке полученных изо-
бражений.

Поскольку процесс печати и иммобилиза-
ции на NHS-активированные слайды прохо-
дит при рН 8,5, была проверена устойчивость 
полисахаридов, содержащих остатки уроновых 
кислот, к деградации при таком значении pH. 
Для этого полисахариды растворяли в буфере 
для печати, выдерживали в течение 1–3 суток 
и оценивали содержание возможных продук-
тов распада спектрофотометрически. Значи-
мой деградации полисахаридов обнаружено не 
было. Кроме того, из одних и тех же растворов, 
которые хранили при –20 °С, печать произво-
дили несколько раз в течение 6 месяцев, про-
веряя устойчивость полисахаридов в растворе 
при пониженной температуре за данный про-
межуток времени. Во всех случаях коэффици-
ент межслайдовой корреляции  ССС  (согла-
сованный коэффициент корреляции Лина, 
рассчитанный как описано ранее  [34]) между 
ними превышал 0,85, что также свидетельству-
ет о том, что полисахариды не претерпевают 
значительных изменений при длительном хра-
нении в описанных выше условиях.

Взаимодействие моноклонального антитела 
INRA-RU2 с полисахаридами эррея. Большин-
ство полисахаридов эррея содержит фрагменты 
RG-I, поэтому для проверки факта иммобили-
зации полисахаридов, а также их функциональ-
ной активности было использовано монокло-
нальное IgG-антитело INRA-RU2, узнающее 
неразветвлённые или частично разветвлённые 
области RG-I, а именно: два дисахаридных по-
втора остова; оно демонстрирует максималь-
ное связывание с полисахаридами, в структуре 
которых есть семь таких повторов [21].

На нашем эррее антитело INRA-RU2 
взаи модействовало с  68 из 113  напечатанных 
полисахаридов, в то же время, не проявляя 
активности по отношению к моно- и олигоса-
харидам (рис. 3).

Все пектины групп 3 и  4, отличающиеся 
значительной долей RG-I  (10–55% от суммы 
всех моносахаридов в образцах), продемон-
стрировали сильное взаимодействие с анти-
телом. Исключением являлись два пектина из 
картофеля (47 и  46, см.  таблицу в  Приложе-
нии), которые отличаются низкой молекуляр-
ной массой (Mw = 14–16 кДа), что, вероятно, 
и явилось причиной отсутствия взаимодей-
ствия. Более того, антитело взаимодействова-
ло с большинством пектинов из групп  1 и  2, 
в которых RG-I идентифицирован в качестве 
минорного компонента  (<10%); в то же время 
полисахариды из этих же групп, выделенные 
из рдеста плавающего (11), хвоща лесного (12), 
древесной зелени сосны сибирской (15, 16, 87) 
и каллусной культуры ряски малой  (80,  86), в 
которых данный эпитоп низко представлен, с 
антителом не взаимодействовали, рациональ-
ного объяснения чему у нас пока нет.

Корреляции между наличием взаимодей-
ствия с INRA-RU2 и содержанием RG-I в по-
лисахаридах групп 5–7 установлено не было. 

Рис. 2. Морфология спотов при различных условиях печати. а – Эпоксидная химия (0,001% (v/v) Tween 20), б – NHS-хи-
мия (0,005% CHAPS), 27–105 – номера гликанов (см. таблицу в Приложении). Представлено взаимодействие поли-
клональных антител человека с гликанами эррея (в радужной цветовой шкале). RFU – относительные единицы флуо-
ресценции
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Несмотря на то что полисахариды этих групп 
сравнимы по содержанию Rha с группой 2, взаи-
модействие с антителом продемонстрировали 
лишь немногие из них. Наибольшее связыва-
ние с антителом выявлено для полисахаридов 
солодки  (26,  35), сахарной свёклы  (48–50) и 
льна  (69). Тогда как для полисахаридов хвой-
ных (104, 105) и смолёвки обыкновенной (109), 
сравнимых по содержанию RG-I и Mw с неко-
торыми полисахаридами солодки и сахарной 
свёклы  (26, 48–50), взаимодействия с антите-
лом не установлено. Вероятно, это обуслов-
лено недоступностью эпитопа из-за высокой 
плотности боковых углеводных цепей, обра-
зованных остатками Ara и  Gal, что является 
отличительной особенностью полисахаридов 
групп 5–7.

Из группы  8, объединяющей замещённые 
галактуронаны, доля RG-I в которых незна-
чительна, только пектин баобаба  (32) взаимо-
действовал с INRA-RU2, хотя среди пектинов 
этой группы он отличается наименьшим со-
держанием RG-I. Вероятно, это обусловлено 
низкой степенью замещения главной углевод-
ной цепи боковыми цепями (таблица в Прило-
жении). В пектинах из ряски и взморника (28, 
30, 31) – других представителях этой группы – 
связывания с антителом INRA-RU2 не отмеча-
лось, хотя доля RG-I была существенно выше, 
чем в пектине баобаба, а суммарное замещение 
остатков GalA главной углеводной цепи боко-
выми цепями, образованными остатками Xyl 
и Api, достигало 75%.

С полисахаридами группы 9, представлен-
ной гемицеллюлозами, связывания ожидаемо 
не наблюдалось.

Взаимодействие антител крови человека с 
гликанами эррея. Ещё одним способом под-
тверждения факта иммобилизации моно- и 
олигосахаридов было взаимодействие с антите-
лами крови человека. Образец сыворотки кро-
ви условно здорового донора ожидаемо взаимо-
действовал с GalNAcα, L-Rhaα, дисахаридами 
Glcβ1-6Glcβ и GlcNAcβ1-4GlcNAcβ  [19,  20], 
которые (кроме рамнозы) не являются компо-
нентами использованных полисахаридов. Изу-
чение взаимодействия антител крови человека 
с растительными полисахаридами, в том числе 
с пектинами, ранее систематически не прово-
дилось. Согласно полученным в нашем иссле-
довании результатам, 74  полисахарида из  113 
продемонстрировали связывание при инкуба-
ции образца сыворотки крови с эрреем (рис. 3). 
Профиль IgM был гораздо шире, чем IgG, од-
нако распознаваемые этими классами имму-
ноглобулинов полисахариды принадлежат к 
одним и тем же группам пектинов, а именно: 

к  группам  1 и  2, содержащим  HG; группам  3 
и 4, содержащим RG-I; группам 5–7 со значи-
тельной долей остатков Ara и/или Gal (>45%), 
а также группе  9, объединяющей непекти-
новые полисахариды. Из группы  8 антитела 
обоих классов распознавали только пектин из 
ряски малой (29), обладающий большей моле-
кулярной массой, чем пектин  (28) из того же 
источника, связывания с которым не наблюда-
ли. В топ-список самых активных взаимодей-
ствий с IgG человека попали полисахариды из 
групп 5 и 7, выделенные из каллусных культур 
смолёвки и пижмы (108–112), а максимальное 
связывание показал пектин (20, группа 3), вы-
деленный из листьев сабельника болотного, 
со значительной долей  RG-I. Максимальное 
взаимодействие с  IgM показали полисахари-
ды (103, 104, 106 и 107; группа 5), выделенные 
из древесной зелени пихты и лиственницы, со 
значительной долей остатков Ara и Gal, а так-
же пектины, содержащие RG-I (группа 3 и 4), 
выделенные из листьев берёзы пушистой и бе-
рёзы обыкновенной (23, 25, 90, 92–94). Струк-
турных особенностей, резко выделяющих эти 
полисахариды на фоне родственных, мы не 
идентифицировали.

Взаимодействие рицина с гликанами эр-
рея. В качестве представителя растительных 
углевод-связывающих белков был взят ри-
цин, известный как β-галактозосвязывающий 
лектин, который активно используют в гли-
кобиологии для характеристики гликозилиро-
вания в первую очередь в тканях млекопита-
ющих. Он ожидаемо провзаимодействовал с 
βGal-терминированными гликанами, а также 
с двухантенной N-цепью комплексного типа 
(Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-2Manα1)

2
-

3,6Manβ1-4GlcNAcβ1-4GlcNAcβ), что было 
найдено ранее (http://functionalglycomics.
com/). Рицин показал значимое связывание 
с  23 из  113 полисахаридов  (рис.  3), самые ин-
тенсивные сигналы относятся к ксилоглюка-
нам (60, 61; группа  9) из тамаринда, содержа-
щим остатки Gal  (до  15%), входящие в состав 
боковых цепей (Galβ1-2Xylα1-), замещающие 
остатки Glc глюканового остова по положению 
О-6 [35], а также полисахаридам со значитель-
ным содержанием остатков Ara и Gal группы 5 
из акации  (58), лиственницы  (55) и полиса-
хариду со значительным содержанием остат-
ков Gal группы 7 из льна (69). Интересно, что 
интенсивность взаимодействия этого лектина 
с полисахаридами не коррелирует с содержа-
нием остатков Gal – у топовых ксилоглюканов 
из тамаринда содержание остатков  Gal было 
одним из самых низких среди 23  провзаимо-
действовавших полисахаридов, что свидетель-
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Рис. 3. Взаимодействие моноклонального антитела INRA-RU2, антител (IgG и IgM) плазмы крови человека, а также 
рицина (RCA 120) с гликанами эррея. а – Взаимодействие с пектинами групп 1–3. б – Взаимодействие с пектинами 
групп 4–8 и гемицеллюлозами группы 9. в – Взаимодействие с моно- и олигосахаридами (приведены только значимые 
взаимодействия). Приведённые по оси Х номера – идентификационные номера полисахаридов. Подробное описание 
приведено в таблице в Приложении
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ствует в пользу того, что для специфического 
связывания анализируемого лектина необхо-
димо не столько количественное преобладание 
этого типа мономера, сколько структурные и 
конформационные особенности содержащего 
его гликотопа. Отметим, что остатки Gal пол-
ностью отсутствовали только в структуре глю-
кана ячменя, взаимодействия с которым мы не 
наблюдали (116).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Углеводы и взаимодействующие с ними 
белки вовлечены в большинство протекающих 
в растительной клетке процессов. Выяснение 
механизмов функционирования раститель-
ных УСБ напрямую сопряжено с необходимо-
стью изучения их специфичности. Лидирую-
щие позиции среди инструментов для оценки 
взаимодействий УСБ со специфическими гли-
канами занимают гликановые эрреи, успешно 
зарекомендовавшие себя при исследовани-
ях УСБ животных и человека [5, 35–37], но до 
сих пор практически не использовавшиеся при 
изучении УСБ растений. В представленной ра-
боте впервые был сконструирован гликочип, 
одновременно содержащий охарактеризован-
ные растительные полисахариды нескольких 
классов, а также ряд моно- и олигосахаридов, 
и изучено его взаимодействие с несколькими 
видами белков: 1)  моноклональным антите-
лом INRA-RU2, специфически распознающим 
остов RG-I; 2) растительным лектином, рици-
ном; 3)  поликлональными антителами крови 
человека. Указанные белки значимо взаимо-
действовали с  99 из  113 полисахаридов  (88%). 
Гарантированная иммобилизация полисаха-
ридных компонентов принципиальна – отсут-
ствие сигнала изучаемого УСБ на эррее должно 
однозначно интерпретироваться как отсут-
ствие связывания. И если для тех гликанов, ко-
торые иммобилизовали в этом формате рань-
ше (то есть олигосахаридов и бактериальных 
полисахаридов, имеющих аминогруппу), про-
блемы доказательства иммобилизации не сто-
яло, то для растительных полисахаридов оно 
необходимо. К  сожалению, универсального 
реагента, взаимодействующего с любым расти-
тельным полисахаридом, не существует. Тем не 
менее представленные данные подтверждают 
наличие большинства полисахаридов на по-
верхности использованного слайда. Каждый из 
тех полисахаридов, связывание УСБ с которы-
ми мы не увидели, имеет близкого «родствен-
ника» с точки зрения химической структуры 
среди связавшихся, поэтому у нас нет основа-

ний опасаться, что «молчащие» полисахариды 
не иммобилизовались. Тем не менее мы пока 
не можем утверждать, что в предложенных ус-
ловиях будет иммобилизоваться любой поли-
сахарид  –  в природе есть такие, в структуре 
которых полностью отсутствуют первичные 
(наиболее реакционноспособные) гидрокси-
лы, а вторичные — слабо нуклеофильны или 
затруднены из-за экранирования соседними 
молекулярными фрагментами; поэтому в даль-
нейшем мы будем уделять особенное внимание 
такого рода молекулам.

Приведённые выше экспериментальные 
данные по связыванию изученных белков с 
растительными полисахаридами важны не 
только как доказательство факта иммобилиза-
ции последних, но, безусловно, имеют само-
стоятельное значение в плане характеристики 
или более детального (чем раньше) изучения 
этих белков. Ниже полученные результаты 
обсуждены именно с точки зрения изучения 
специфичности этих УСБ.

Рицин состоит из двух полипептидных це-
пей, одна из которых является токсином, а вто-
рая  — галактозосвязывающим лектином [38]. 
Биологические функции рицина как целого, 
так и его лектинового домена до сих пор лишь 
предполагаются. В  самом общем виде лекти-
новому домену отводят функцию вектора, до-
ставляющего токсиновую активность в нужное 
место, а в целом роль рицина связывают с за-
щитой от насекомых и других патогенов [2, 38]. 
С другой стороны, для лектинового домена не 
исключена роль якоря для депонирования и 
транспорта всего белка за счёт взаимодействия 
с собственными полисахаридами раститель-
ной клетки. До настоящего исследования такая 
вспомогательная («технологическая») функ-
ция оставалась лишь гипотетической, однако 
теперь, когда показано связывание рицина с 
растительными полисахаридами, приобретает 
смысл развитие этой гипотезы.

Антитела крови человека. Известно, что 
в крови человека детектируются антитела к 
полисахаридам бактериального происхожде-
ния, что можно объяснить двумя факторами. 
Во-первых, тем, что это адаптивные иммуно-
глобулины, которые генерируются В2-лимфо-
цитами под действием попадающих в организм 
инфекционных бактерий, либо под действием 
вакцин [39, 40]. Во-вторых, тем, что это естес-
твенные (врождённые) антитела, имеющие 
паратоп для узнавания комменсальной микро-
биоты, необходимый для начала функциони-
рования (прайминга) В1-лимфоцитов в первые 
месяцы жизни  [41]. Обнаруженное в данной 
работе широко представленное (то есть, оче-
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видно, неслучайное) взаимодействие с расти-
тельными полисахаридами не укладывается 
ни в одно из этих двух объяснений; также, не 
представляется убедительным и перекрёстное 
взаимодействие бактериальных полисахаридов 
с пектинами растений, особенно в свете того, 
что исследуемые антитела не способны взаимо-
действовать даже с фрагментами использован-
ных полисахаридов (также присутствующих в 
эррее). В то же время в литературе описаны так 
называемые пектин-полисахарид-реактивные 
антитела человека (принадлежащие к классам 
M, G и А, особенно IgM и IgG) [42–44], спо-
собные узнавать, например, арабинан свёклы, 
арабиногалактан из сои и гуммиарабика, по-
лигалактуроновую кислоту из цитрусовых, а 
также некоторые разветвлённые рамногалак-
туронаны  I. С  одной стороны, постоянный 
контакт человека с растительными полисаха-
ридами пищи предполагает возможность уз-
навания их как антигенов, с другой стороны, 
смысл формирования таких антител неясен. 
Отметим, однако, что пектины рассматривают 
как триггеры аллергических реакций на орехи 
и фрукты [45, 46]. Так или иначе, обнаружен-
ное взаимодействие антител крови человека с 
разнообразными пектинами требует дальней-
шего изучения.

Моноклональное антитело INRA-RU2 узна-
ёт остов RG-I, сформированный как минимум 
из двух повторяющихся дисахаридных звеньев 
Rha-GalA  [21]. Полученное против RG-I сли-
зи семян Arabidopsis thaliana антитело способ-
но распознавать свой эпитоп и в других рас-
тительных объектах. Полученные с помощью 
эррея результаты подтвердили эту способность. 
Кроме того, было обнаружено, что на взаимо-
действие антитела с полисахаридами влияет не 
только количество доменов RG-I, но и присут-
ствие в полисахаридах других структурных эле-
ментов, таких как замещённые галактуронаны, 
а также присутствие полисахаридов с остатка-
ми Ara и Gal, характерными для боковых цепей 
RG-I (группы  5–8). Это может свидетельство-
вать о том, что для взаимодействия INRA-RU2 
критичны тонкие нюансы в строении боковых 
цепей полисахаридов и/или их расположение, 
а также, возможно, и пространственное рас-
положение различных структурных элементов 
пектиновых макромолекул относительно друг 
друга. В то же время нельзя исключить и кон-
формационных изменений некоторых из пек-
тиновых макромолекул при их иммобилизации. 
Обнаруженные факты предполагают необходи-
мость более детального изучения структуры и 
конформационных особенностей пектинов.

Таким образом, гликоэррей, сочетающий 
в себе гликаны разного размера  –  от моно- до 
полисахаридов  –  позволяет шире взглянуть на 
специфичность УСБ из совершенно различных 
источников, изучать потенциальные мишени 
уже известных лектинов, а также, как мы ожи-
даем, исследовать специфичность новых бел-
ков, идентифицированных пока только in silico.
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PLANT POLYSACCHARIDE ARRAY FOR STUDYING 
OF CARBOHYDRATE-BINDING PROTEINS

A. V. Nikiforova1*, V. V. Golovchenko2, P. V. Mikshina3, O. A. Patova2, 
T. A. Gorshkova3, N. V. Bovin1, and N. V. Shilova1

1 Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
117997 Moscow, Russia; e-mail: nikiforovaalica@gmail.com

2 Institute of Physiology, Komi Science Center, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 
167982 Syktyvkar, Russia

3 Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, 
Federal Research Center Kazan Scientifi c Center of Russian Academy of Sciences, 

420111 Kazan, Russia

The specifi city of the most plant carbohydrate-binding proteins has either not been studied or characterized 
to a limited extent, many of which are known only through bioinformatic analysis of the genome. The task 
of deciphering the carbohydrate specifi city of proteins can be solved by glycoarrays composed of many tens 
or even hundreds of glycans deposited on a surface the size of an microscope glass. Plant polysaccharides 
are the most natural ligands for studying plant proteins; the present work shows that plant polysaccharides 
without additional modifi cation are immobilized on the surface, the carboxyl groups of which are activated 
with N-hydroxysuccinimide. As a result, an array was constructed consisting of 113 well-characterized 
polysaccharides isolated from the cell walls of various plants, 23 mono- and oligosaccharides – components 
of the studied polysaccharides, as well as glycans  –  ligands of widely known plant lectins. Upon chemical 
immobilization of polysaccharides, their functional activity was preserved, which follows from the results of 
interaction with antibodies and the plant lectin ricin. Using the proposed array, a previously unknown ability of 
ricin to bind polysaccharides was found, which signifi cantly expands the idea of its specifi city, and it was also 
found that antibodies to plant polysaccharides are present in human peripheral blood.

Keywords: carbohydrate-binding proteins, plant lectins, plant polysaccharides, pectins, polysaccharide chip, 

glycoarray, INRA-RU2, anti-glycan human antibodies
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В настоящей работе проведён сравнительный анализ структур агонистов и антагонистов, их взаимо-
действий с трансмембранными (ТМ) β-адренорецепторами, а также предложен механизм активации 
этих рецепторов. Характерной особенностью молекулы агониста и антагониста является то, что она 
имеет гидрофобную «головку» (чаще всего это одно или два ароматических кольца) и «хвостик» с 
положительно заряженной аминогруппой. Во  всех агонистах β-адренорецепторов между аромати-
ческим кольцом «головки» и атомом азота аминогруппы находятся два атома углерода. В молекулах 
антагонистов это расстояние уменьшено или увеличено до четырёх атомов за счёт дополнительных 
атомов углерода и кислорода. «Головка» агониста, как правило, имеет два донора или акцептора во-
дородных связей в пара- и мета-положениях ароматических колец. В «головке» антагониста таких 
доноров/акцепторов нет или они находятся в неподходящих положениях. Как показывает анализ из-
вестных пространственных структур комплексов агонистов и β-адренорецепторов, «головка» агони-
ста образует две водородные связи со спиралью ТМ5, а «хвостик» образует ионную связь с остатком 
аспарагиновой кислоты D3.32 спирали ТМ3 и одну или две Н-связи со спиралью ТМ7. «Хвостик» ан-
тагониста может образовывать аналогичные связи, однако его «головка» и спираль ТМ5 взаимодей-
ствуют намного слабее. В результате этих взаимодействий молекула агониста приобретает вытянутую 
конформацию в виде «натянутой струны», в отличие от молекулы антагониста, которая имеет более 
длинный, изогнутый и гибкий «хвостик». «Натянутая струна» агониста взаимодействует со спира-
лью ТМ6 (прежде всего с остатком триптофана W6.48) и поворачивает её, что приводит к открыванию 
центра связывания G-белка на внутриклеточной стороне рецептора. Гибкая и бо льшая по размерам 
молекула антагониста такого эффекта не оказывает.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: β-адренорецептор, GPCR, агонист, антагонист, механизм активации.

DOI: 10.31857/S0320972522070089, EDN: AVYRMR

Принятые сокращения: ТМ  –  трансмембранные; 
β-AR – β-адренорецептор; GPCR – рецептор, сопряжён-
ный с G-белком.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Рецепторы, сопряжённые с G-белком 
(G-protein coupled receptor, GPCR), образуют 
самое большое семейство клеточных мембран-
ных рецепторов, включающее только у человека 
более 800 белков, которые являются мишенями 
по крайней мере 30% современных лекарствен-
ных препаратов [1, 2]. В связи с этим GPCR ак-

тивно исследуются на протяжении нескольких 
последних десятилетий, хорошо изучены мно-
гие аспекты их биологии, биохимии и фармако-
логии  [1–3]. Первоначально поведение GPCR 
описывалось простой двухстадийной моделью. 
Однако растущее число новых данных указы-
вает на то, что GPCR не являются «молекуляр-
ными переключателями» («molecular switches»), 
а представляют собой «молекулярные передат-
чики» («molecular relays»), т.е.  белки с множе-
ственными промежуточными стадиями между 
активными и неактивными состояниями [4–8].

Полученные кристаллографические дан-
ные позволяют изучить структуры как ак-
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тивных, так и неактивных функциональных 
состояний GPCR  [9, 10]. Структуры GPCR, 
разрешённые к настоящему времени, имеют 
одинаковую укладку пучка из семи трансмем-
бранных  (ТМ) α-спиралей с тремя внешними 
и тремя внутриклеточными петлями. Внекле-
точная часть рецептора является участком, 
ответственным за связывание лигандов, в то 
время как внутриклеточная область рецептора 
взаимодействует с G-белками, β-аррестинами 
и другими эффекторами. Анализ известных 
структур показывает, что в процессе активации 
рецептора небольшие изменения взаимного 
расположения участков трансмембранных спи-
ралей во внеклеточной части приводят к суще-
ственным изменениям расположения участков 
спиралей на цитоплазматической стороне [11–
12]. Связывание агониста во внеклеточном сай-
те связывания рецептора приводит к открытию 
внутриклеточной области связывания G-белка, 
что, в свою очередь, обеспечивает активацию 
G-белка (освобождению GDP) и инициирует 
сигнальный каскад.

Прогресс в кристаллографии мембранных 
белков и связанных с ней методов в послед-
нее десятилетие  [7, 13] пролил свет на многие 
аспекты структуры, активации и физиологии 
рецепторов, однако некоторые детали механиз-
ма узнавания лигандов и активации рецепторов 
до сих пор непонятны. Одной из главных целей 
данной работы является анализ структуры ли-
гандов β-адренорецепторов  (β-AR) и их ком-
плексов с рецепторами. Результаты этого иссле-
дования позволяют заключить, что молекулы 
агонистов приобретают вытянутую конфор-
мацию в виде «натянутой струны» и стабили-
зируют β-адренорецепторы в активированном 
состоянии, а молекулы антагонистов, которые 
имеют более длинные и гибкие «хвостики», та-
кого эффекта не оказывают.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В настоящей работе основными методами 
исследования были стереохимический анализ 
известных пространственных структур ком-
плексов β-адренорецепторов с соответствую-
щими лигандами и сравнительный анализ хи-
мической структуры агонистов и антагонистов 
и их конформаций в комплексах. Для этого 
была создана база данных таких комплексов, 
которая включает 64  структуры, установлен-
ных методами кристаллографии к настоящему 
времени. Кроме того, была собрана база дан-
ных β-адренорецепторов, включающая экс-
периментально подтверждённые последова-

тельности, взятые из Swiss-ProtUniProt  [14]. 
Координаты атомов комплексов рецепторов 
с лигандами были взяты из Банка белковых 
структур (PDB, URL: https://www.rcsb.org) [15]. 
Анализ пространственных структур рецепторов 
и их лигандов проводился визуально с помощью 
программ молекулярной графики RasMol  [16] 
и PyMOL (версия  1.4.1 Schrödinger,  LLC). Для 
обозначения подтипов β-адренорецепторов 
использовалась номенклатура, рекомендо-
ванная Комитетом NC-IUPHAR по адреноре-
цепторам. Для маркировки аминокислотных 
остатков в β-адренорецепторах была исполь-
зована номенклатура, предложенная Ballesteros 
и Weinstein  [17] специально для рецепторов. 
Множественное выравнивание последователь-
ностей аминокислот проводилось с помощью 
программы Clustal Omega (версия  1.2.4) на 
платформе UniProt [14]. Изображения структур 
молекул лигандов были взяты на порталах Drug 
Informational Portal, ChEBI и ChemSpider.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ химической струк-
туры лигандов β-адренорецепторов. Лиганды 
GPCR-рецепторов в зависимости от эффек-
тивности активации могут быть разделены на 
4  группы: полные или частичные агонисты, 
которые обеспечивают, соответственно, мак-
симальный или частичный функциональный 
ответ; обратные агонисты, которые уменьша-
ют базовую активность рецептора (активность 
в отсутствие лиганда) и антагонисты, которые 
конкурируют с другими лигандами за центр 
связывания, однако не вызывают связывание 
G-белка.

В табл.  1 представлены химические струк-
туры агонистов β-адренорецепторов, которые 
к настоящему времени закристаллизованы в 
комплексах с рецепторами. Характерная осо-
бенность этих молекул состоит в том, что каж-
дая из них имеет ароматическую «головку» и 
«хвостик». «Хвостик» агониста всегда состоит 
из этаноламина, имеет положительно заря-
женную аминогруппу, может иметь различные 
заместители, связанные с аминогруппой. Гид-
роксильные группы, расположенные в пара- 
и мета-положениях катехольной «головки» 
агонистов, а также гидроксильные группы в 
пара-положении у агонистов некатехольного 
типа могут образовывать водородные связи со 
спиралями рецепторов.

Ароматические кольца некатехольного 
типа могут иметь и другие доноры/акцепто-
ры Н-связей, которые также могут принимать 
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Таблица 1. Агонисты β-адренорецепторов  (β-AR), для которых получены кристаллические структуры комплексов 
рецептора с лигандом

Агонист Структура β-AR, организм
PDB 
код

Разрешение, Å Источник

Carmoterol β
1
-AR, индейка 2Y02 2,60 [18]

Dobutamine β
1
-AR, индейка

2Y00 2,50 [18]

6H7L 2,70 [19]

Epinephrine

β
1
-AR, человек 4LDO 3,20 [20]

β
2
-AR, человек 7BTS 3,13 [21]

Formoterol

β
1
-AR, индейка

6IBL
6TKO

2,70
3,30

[22]

β
2
-AR, человек 7BZ2 3,82 [23]

Hydroxybenzyl-
isoproterenol

β
2
-AR, человек 4LDL 3,10 [20]

Isoprenaline

β
1
-AR, индейка

2Y03 2,85 [18]

6H7J 2,80 [19]

β
2
-AR, человек 7DHR 3,80 [24]
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Таблица 1 (окончание)

Агонист Структура β-AR, организм
PDB 
код

Разрешение, Å Источник

Noradrenaline β
1
-AR, человек 7BU6 2,70 [21]

Salbutamol

β
1
-AR, индейка

6H7M 2,76 [19]

2Y04 3,05 [18]

β
2
-AR, человек 7DHI 3,26 [24]

Salmeterol β
2
-AR, человек 6MXT 2,96 [25]

BI167107(Q27464220)

β
1
-AR, человек 7BU7 2,60 [21]

β
2
-AR, человек

4LDE 2,79 [20]

3P0G
3SN6

3,50
3,20

[26]

6N48 3,20 [27]

Таблица 2. Блокаторы β-адренорецепторов (частичные агонисты, антагонисты и обратные агонисты), для которых 
получены кристаллические структуры комплексов рецептора с лигандом

Блокатор Структура β-AR, организм
PDB 
код

Разрешение, Å Источник

Alprenolol β
2
-AR, человек

3NYA 3,16 [29]

6PS2
6PRZ

2,40
2,80

[30]

6OBA 3,10 [31]
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Таблица 2 (продолжение)

Блокатор Структура β-AR, организм
PDB 
код

Разрешение, Å Источник

Bucindolol β
1
-AR, индейка 4AMI 3,20 [32]

Carazolol

β
1
-AR, человек 7BVQ 2,50 [21]

β
1
-AR, индейка 2YCW 3,00 [33]

β
2
-AR, человек

2R4R
2R4S

3,40 [34]

2RH1 2,40 [35]

4GBR 3,99 [36]

5D5A
5D5B

2,48
3,80

[37]

5JQH 3,20 [38]

6PS0 3,40 [30]

Carvedilol

β
1
-AR, индейка 4AMJ 2,30 [32]

β
2
-AR, человек 6PS3 2,50 [30]

Cyanopindolol β
1
-AR, индейка

2VT4 2,70 [39]

2YCX
2YCY

3,25
3,15

[33]

4BVN 2,10 [40]

5F8U 3,35 [41]

6H7O 2,80 [19]

7
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Таблица 2. (продолжение)

Блокатор Структура β-AR, организм
PDB 
код

Разрешение, Å Источник

Iodocyanopindolol β
1
-AR, индейка 2YCZ 3,65 [33]

7-Methylcyano-
pindolol

β
1
-AR, индейка 5A8E 2,40 [42]

Propranolol β
2
-AR, человек 6PS5 2,90 [30]

Timolol β
2
-AR, человек

3D4S 2,80 [43]

6PS1
6PS6

3,20
2,70

[30]

Xamoterol β
1
-AR, индейка 6H7N 2,50 [19]
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Таблица 2 (окончание)

Блокатор Структура β-AR, организм
PDB 
код

Разрешение, Å Источник

ICI-118,551 β
2
-AR, человек

3NY8 2,84 [29]

6PS4 2,60 [30]

Q27460040 β
2
-AR, человек 3PDS 3,50 [44]

Q27461782 β
2
-AR, человек 3NY9 2,84 [29]

участие во взаимодействии со спиральными 
участками рецепторов. Таким образом, агонис-
ты GPCR имеют два главных центра полярных 
взаимодействий с рецептором: с одной сторо-
ны, доноры/акцепторы Н-связей «головки», 
а с другой стороны, доноры/акцепторы и поло-
жительно заряженная аминогруппа «хвостика». 
Возникает вопрос, влияет ли расстояние меж-
ду этими центрами на специфичность взаимо-
действия между лигандом и рецептором. Как 

видно, длина той части «хвостика», которая 
расположена между N-атомом аминогруппы 
и ароматическим кольцом, одинакова во всех 
агонистах и равна трём ковалентным связям. 
Другими словами, между атомом N аминогруп-
пы и бензольным кольцом агониста всегда на-
ходится два атома углерода. Более того, во всех 
агонистах с 6-членными ароматическими коль-
цами О-атомы гидроксильных групп в пара- и 
мета-положениях «головок» и N-атомы ами-

7*
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ногрупп «хвостиков» разделены семью или ше-
стью ковалентными связями соответственно.

Для сравнения в табл. 2 представлены час-
тичные агонисты, антагонисты и обратные 
агонисты, обозначенные здесь как блокаторы 
β-адренорецепторов, в соответствии с терми-
нологией, предложенной Emtage et al. [28]. Как 
видно, они также обладают ароматической «го-
ловкой» и «хвостиком с положительно заря-
женной аминогруппой. Однако, в отличие от 
агонистов, эти лиганды-блокаторы имеют либо 
более длинные  (табл.  2), либо более короткие 
(например, доксипин или бретилиумтозилат, 
которые в табл.  2 не представлены) участки 
«хвостиков» между N-атомом аминогруппы и 
ароматическим кольцом. В блокаторах β-адре-
норецепторов между N-атомом аминогруппы 
и ароматическим кольцом находятся, как пра-
вило, пять ковалентных связей, т.е.  4  атома 
(во многих случаях один из них – кислород) в 
отличие от агонистов, у которых в этой части 
«хвостика» три ковалентных связи, т.е.  всего 
2  атома углерода. Более того, многие антаго-
нисты и обратные агонисты в ароматических 
«головках» не имеют доноров или акцепторов 
Н-связей, или они располагаются в положени-
ях, которые не позволяют им взаимодейство-
вать со спиралью ТМ5. Отметим, что NН-груп-
пы цианопиндолола и каразолола расположены 
в мета-положениях относительно «хвостиков». 
Ещё одна особенность β-блокаторов состоит 
в том, что они, как правило, имеют «головки» 

значительно большего размера, состоящие из 
двух или даже трёх колец в отличие от молекул 
агонистов.

Два центра полярных взаимодействий между 
β-адренорецепторами и их лигандами. Связыва-
ющий карман лигандов β-адренорецепторов 
располагается внутри ТМ-участка рецептора 

Рис. 1. Схематическое изображение типовой структуры 
агониста и α-спиралей, образующих сайт связывания с 
ним в β-адренорецепторах. Кружочками показаны клю-
чевые аминокислотные остатки, взаимодействующие с 
лигандом

Рис. 2. Множественное выравнивание последовательностей ТМ-спиралей 3, 5, 6 и 7 β-адренорецепторов различных 
видов животных. Последовательности собраны из базы Swiss-ProtUniProt (35 белков) [14]. Ключевые аминокислотные 
остатки в последовательностях выделены серым фоном
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и главным образом состоит из внеклеточных 
частей ТМ-спиралей 3, 5, 6 и 7  (рис. 1). Мно-
гочисленные биохимические и генетические 
исследования, а также анализ кристаллических 
структур аминоэргических рецепторов позво-
лил установить ключевые аминокислотные 
остатки в этих спиралях [45], взаимодействую-
щие с лигандами. Мы предлагаем сгруппиро-
вать их в два центра полярных взаимодействий. 
Во  всех β-адренорецепторах заряженные ами-
ны лигандов взаимодействуют с консерватив-
ным остатком аспарагиновой кислоты  D3.32. 
Во  взаимодействии с аминогруппами, а также 
с другими полярными группами «хвостиков» 
принимают участие консервативные остатки 
тирозина Y7.43 и остатки аспарагина N7.39. Та-
ким образом, эти ключевые аминокислотные 
остатки образуют полярный центр связывания 
аминогрупп и других полярных групп «хвости-
ков» лигандов.

В другом центре полярных взаимодействий 
все β-адренорецепторы имеют остатки сери-
на  S5.42 и  S5.46, и большинство из них име-
ют серин в положении  5.43. Таким образом, 
комплементарно расположенные доноры или 
акцепторы ароматической «головки» лиган-
да могут образовывать Н-связи с указанными 
аминокислотными остатками серинов. Недав-
ние исследования  [10] указывают, что трео-
нин T3.37 также может взаимодействовать с по-
лярными группами «головки» лигандов.

На рисунке 2 приведено выравнивание ами-
нокислотных последовательностей ТМ-спи-
ралей 3, 5, 6 и 7 подтипов β

1
-, β

2
- и β

3
-адрено-

рецепторов различных видов животных. Оно 
показывает, что все ключевые аминокислотные 
остатки, упомянутые выше, являются высоко 
консервативными во всех подтипах β-адрено-
рецепторов, последовательности которых уста-
новлены к настоящему времени.

Сравнение конформации агонистов, антаго-
нистов и обратных агонистов, связанных с β-адре-
норецепторами. Рис. 3 демонстрирует в качестве 
примера кристаллические структуры агониста 
изопреналина (рис. 3, а) и антагониста циано-
пиндолола (рис. 3, б) в комплексе с адреноэрги-
ческим β

1
-рецептором в главном связывающем 

кармане [18, 33]. На рисунке хорошо видны бо-
ковые цепи остатков, образующих два центра 
полярных взаимодействий, а также конфор-
мации лигандов. На рис. 3, б чётко видно, что 
группа атомов О-С-С-С «хвостика» цианопин-
долола находится в гош-конформации, т.е.  на-
блюдается излом «хвостика», в то время как 
группа атомов С-С-С-N «хвостика» изопрена-
лина имеет транс-конформацию (рис. 3, а).

Рисунок  4 показывает, как эти структуры 
выглядят при наложении друг на друга. Здесь 
также хорошо видно, что группа атомов О-С-
С-С образует излом «хвостика» цианопиндоло-
ла, а «хвостик» изопреналина имеет вытянутую 
конформацию. Как показывает анализ, такая 

Рис. 3. Главный связывающий карман аминоэргического β
1
-адренорецептора в комплексе с агонистом (изопреналин 

PDB ID, 2Y03) (а) и антагонистом (цианопиндолол PDB ID, 2YCY) (б). Изображение получено с использованием Про-
граммы молекулярной графики PyMOL
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же картина наблюдается и в других комплек-
сах агонистов и антагонистов с рецепторами 
(табл. 1 и 2). Аминогруппы обоих лигандов рас-
полагаются в центре связывания аминов (D3.32, 
N7.39 и Y7.43), тогда как гидроксильные группы 
«головки» катехола изопреналина так же, как 
аминогруппа и цианогруппа «головки» циано-
пиндолола, располагаются в другом центре по-
лярных взаимодействий (S5.42, S5.43, S5.46). 
Однако общая геометрия агониста и антагони-
ста сильно различается. В  изопреналине «хво-
стик» имеет вытянутую транс-конформацию, и 
в целом молекула выглядит как «натянутая стру-
на», которая стабилизирует активированное со-
стояние рецептора. «Хвостик» цианопиндолола 
имеет излом между N-атомом аминогруппы и 
ароматическим кольцом, в результате чего соз-
даётся зигзагообразная конформация  (рис.  3 
и 4). В других условиях (например, в нативной 
мембране, а не в кристаллической структуре) 
«хвостик» антагонис та может перейти в вытяну-
тую конформацию и обратно, т.е. в комплексах 
рецепторов с антагонистами ТМ-спирали могут 
иметь бо льшую динамическую подвижность, 
чем в комплексах с агонистами [6].

Мы исследовали другие агонисты, связан-
ные с соответствующими β-адренорецептора-
ми, и обнаружили, что части «хвостиков» меж-
ду N-атомами аминогрупп и ароматическими 
кольцами имеют вытянутые конформации во 
всех случаях (см.,  например, PDB  ID: 2Y00, 
2Y02, 2Y04, 3P0G, 3PDS, 3SN6, а также другие 
структуры, представленные в табл.  1). С  дру-
гой стороны, показано, что антагонисты имеют 
изломы в частях «хвостиков» между N-атома-
ми аминогрупп и ароматическими кольцами 
(см.,  например, PDB  ID: 2VT4, 2YCW, 2RH1, 

3D4S, 3NY8, 3NY9, 3NYA, 3PBL, 3RZE и другие 
структуры, представленные в табл. 2). Эти дан-
ные дают нам основания считать, что вытяну-
тая конформация «хвостика» агонистов играет 
одну из ключевых ролей в активации β-адре-
норецепторов, а также может иметь значение и 
для других типов аминоэргических рецепторов. 
Мы также предполагаем, что расстояние меж-
ду двумя центрами полярных взаимодействий 
молекулы агониста должно быть равным (или 
близким) расстоянию между соответствующи-
ми центрами активированного рецептора.

Роль «натянутой струны» агониста в акти-
вации β-адренорецепторов. Стереохимический 
анализ пространственных структур, описанный 
выше, позволяет предположить, что молекула 
агониста может действовать как натянутая стру-
на, которая стабилизирует взаимное расположе-
ние ТМ-спиралей 3, 5, 6 и  7, соответствую щее 
активному состоянию рецептора  (рис.  1). Вы-
глядит так, как будто спираль ТМ5 с одной сто-
роны и спирали ТМ3 и  ТМ7 с другой стороны 
сблизились в результате взаимодействия с аго-
нистом. Важно отметить, эта «натянутая струна» 
взаимодействует с триптофаном W6.48, а также с 
ароматическими остатками фенил аланина F6.51 
и F6.52. Эти взаимодействия, вероятно, являют-
ся ответственными за изменение пространствен-
ного расположения спирали  ТМ6 в активном 
состоянии рецептора, т.е. за её вращение и/или 
вертикальное движение вокруг точки враще-
ния, расположенной в середине мембраны, что 
приводит к открытию внутриклеточной части 
рецептора, которое необходимо для связывания 
G-белка  [46–48]. Взаимодействие с триптофа-
ном W6.48 вызывает небольшое вращение спи-
рали ТМ6 во внеклеточной части рецептора, что 

Рис. 4. Сравнение структуры агониста (изопреналин, оранжевый) в комплексе с β
1
-адренорецептором (PDB ID 2Y03, 

жёлтый) и структуры антагониста (цианопиндолол, сине-зелёный) в комплексе с β
1
-адренорецептором (PDB ID 2YCY, 

голубой). а – Вид с внеклеточной стороны рецептора; ключевые остатки аминокислот помечены в соответствии с но-
менклатурой Ballesteros и Weinstein [17]. б – Сравнение конформации связанных лигандов при наложении простран-
ственных структур комплексов. Изображение получено с использованием Программы молекулярной графики PyMOL
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из-за характерного изгиба спирали, вызванного 
остатком пролина Р6.50, приводит к значитель-
ному увеличению амплитуды вращения в ци-
топлазматической части  [11]. В  отличие от аго-
ниста, антагонист или обратный агонист имеет 
более длинный фрагмент «хвостика», его гибкую 
конформацию и изгиб в середине «хвостика», а 
также слабые полярные взаимодействия «го-
ловки» со спиралью ТМ5. В связи с этим такие 
молекулы не могут действовать как «натянутая 
струна», несмотря на то что они занимают тот же 
самый активный центр рецептора, в результате 
их полярных и гидрофобных взаимодействий. 
Таким образом, взаимодействия этих молекул 
с рецепторами не могут существенно изменить 
взаимное расположение спирали  ТМ6 относи-
тельно других спиралей и, следовательно, от-
крыть сайт связывания с G-белком.

Основываясь на результатах нашего анали-
за, мы делаем несколько выводов о том, каким 
образом минимальные различия в структуре 
лигандов могут влиять на их функциональные 
характеристики.

1. Удлинение фрагмента «хвостика» агонис-
та между N-атомом аминогруппы и его арома-
тическим кольцом скорее всего будет приво-
дить к превращению агониста в антагониста.

2. Укорочение фрагмента «хвостика» ан-
тагониста или обратного агониста, имеющих 
полярные заместители в соответствующих по-
зициях их ароматических «головок», до трёх ко-

валентных связей может привести к превраще-
нию их в агонистов или частичных агонистов.

3. Удаление гидроксильных групп катехола 
или соответствующих полярных заместителей в 
других ароматических «головках» может умень-
шать активность агониста. Модификация этих 
полярных заместителей алифатическими или 
ароматическими группами, по всей вероятно-
сти, будет иметь тот же самый эффект.

4. Модификации молекул крупными замес-
тителями в аминогруппах могут уменьшать или 
даже предотвращать связывание с рецепторами 
как агонистов, так и антагонистов.

5. Транс-конформация (вытянутая конфор-
мация) фрагмента «хвостика» агониста может 
быть превращена в гош- или цис-конформацию 
посредством химической модификации, что 
может привести к уменьшению активности аго-
ниста или даже превращению его в антагониста.
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AGONISTS IN THE EXTENDED CONFORMATION 
STABILIZE THE ACTIVE STATE OF β-ADRENOCEPTORS

A.V. Efi mov1*, O.V. Meshcheryakova2, and A.G. Ryazanov3

1 Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, 
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia, efi mov@protres.ru

2 Institute of Biology of the Karelian Research Centre of the Russian Academy of Sciences, 
185910 Petrozavodsk, Russia

3 Department of Pharmacology, Rutgers Robert Wood Johnson Medical School, 
Piscataway, 08854 New Jersey, USA

In the present study, a comparative analysis of the structures of agonists and antagonists, their interactions with 
transmembrane (TM) β-adrenoceptors were performed, and the mechanism of activation of these receptors 
was proposed. A characteristic feature of the agonist and antagonist molecule is that it has a hydrophobic 
“head” (most often one or two aromatic rings) and a “tail” with a positively charged amino group. In all 
β-adrenergic agonists, there are two carbon atoms between the aromatic ring of the “head” and the nitrogen 
atom of the amino group. In antagonist molecules, this length is increased to four atoms due to additional 
carbon and oxygen atoms or reduced. The “head” of the agonist, as a rule, has two H-bond donors or acceptors 
in the para- and meta-positions of the aromatic rings. There are no such donors/acceptors in the “head” of 
the antagonist or they are in inapplicable positions. Analysis of the known three-dimensional structures of 
complexes of agonists and β-adrenergic receptors shows that the “head” of the agonist forms two H-bonds 
with the TM5 helix, and the “tail” forms an ionic bond with the D3.32 residue of the TM3 helix and one or 
two H-bonds with the TM7 helix. The “tail” of the antagonist can form similar bonds, but its “head” and the 
TM5 helix interact much weaker. As a result of these interactions, the agonist molecule acquires an extended 
conformation in the form of a “stretched string”, in contrast to the antagonist molecule, which has a longer, 
bended and fl exible “tail”. The “stretched string” of the agonist interacts with the TM6 helix (primarily with 
the W6.48 residue) and turns it, which leads to the opening of the G-protein binding site on the intracellular 
side of the receptor. The fl exible and larger antagonist molecule has no such eff ect.

Keywords: β-adrenoceptor, GPCR, agonist, antagonist, activation mechanism
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В обзоре анализируется развитие представлений о доменной организации эукариотического гено-
ма. Подробно рассматриваются результаты работ по изучению прикрепленных к ядерному матриксу 
петель ДНК и показывается место этих результатов в современной модели пространственной орга-
низации эукариотического генома. Приводится критический анализ результатов, демонстрирующих, 
что топологичеcки-ассоциированные домены хроматина являются структурно-функциональными 
блоками генома, и обосновывается заключение о том, что эти блоки принципиально отличаются от 
тех доменов, существование которых предполагалось сформулированной в 80-е годы прошлого века 
доменной гипотезой организации эукариотического генома. На основании всего обсуждения дела-
ется заключение о том, что модель, постулирующая, что эукариотический геном построен из едино-
образно организованных функциональных блоков, оказалась несостоятельной.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: хроматин, структурно-функциональные домены генома, топологически-ассоции-

рованные домены хроматина, петли ДНК, ДНК-топоизомераза II.

DOI: 10.31857/S0320972522070090, EDN: AWAIHG

Принятые сокращения: ДНКаза  – дезоксирибонук-
леаза I, ТАДы – топологически-ассоциированные домены 
хроматина, т.п.н. – тысяча пар оснований, S/MARs – по-
следовательности ДНК, предпочтительно связывающиеся 
с ядерным матриксом.

* Адресат для корреспонденции.

ПРЕДПОЧТИТЕЛЬНО 
ЧУВСТВИТЕЛЬНЫЕ К ДНКазе 

ДОМЕНЫ ГЕНОМА И ЗАКРЕПЛЕННЫЕ 
НА ЯДЕРНОМ МАТРИКСЕ ПЕТЛИ ДНК

Открытие нуклеосом в середине 70-х годов 
XX века [1, 2] ознаменовало начало новой эры в 
изучении хроматина. Одновременно с характе-
ристикой собственно нуклеосом исследовате-

ли заинтересовались способом макроукладки 
нуклеосомной фибриллы. Прежде всего пред-
метом изучения стала так называемая 30-нм 
хроматиновая фибрилла, которую представ-
ляли как соленоид [3], либо зигзагообразую 
структуру [4]. Вопрос о том, каким образом 
30-нм хроматиновая фибрилла укладывается 
далее в интерфазных и метафазных хромосо-
мах оставался открытым. Примерно в то же 
время Петер Кук и соавторы продемонстриро-
вали, что после разрушения нуклеосом посред-
ством экстракции ядер концентрированными 
солевыми растворами ДНК остается органи-
зованной в большие суперспирализованные 
петли, закрепленные на нерастворимой белко-
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вой структуре [5,  6], которая получила назва-
ние ядерный матрикс [7], или ядерный скелет 
[8]. Эти наблюдения были в последующем под-
тверждены в работах других лабораторий [9–
11]. Особо стоит отметить визуализацию под 
электронным микроскопом закрепленных на 
остове метафазной хромосомы, либо ядерном 
матриксе петель ДНК [12, 13]. Оценка размера 
петель ДНК, проводившаяся с использовани-
ем разных методических подходов [14], приве-
ла к неоднозначным результатам: от 50  т.п.н. 
[12] до 1000–1500 т.п.н. [5, 15]. В рамках сфор-
мулированной несколько позднее радиаль-
но-петлевой модели иерархической упаковки 
ДНК в интерфазных и метафазных хромосомах 
[16–18], петли ДНК считали третьим уровнем 
упаковки после нуклеосомной нити и 30-нм 
нуклеосомной фибриллы. Иными словами, 
считалось, что 30-нм хроматиновая фибрилла 
организована в петли, закрепленные на ске-
летных структурах хромосомы.

Другие исследования, проводившиеся при-
мерно в то же время, продемонстрировали, что 
активные гены предпочтительно расщепляют-
ся ДНКазой в пермеабилизованных клетках 
[19]. Последующие работы показали, что от-
личающиеся предпочтительной чувствитель-
ностью к ДНКазе сегменты генома являются 
достаточно протяженными и могут, наряду с 
активными генами, включать неработающие 
псевдогены [20–22]. На основании этих на-
блюдений была сформулирована доменная 
гипотеза организации эукариотического гено-
ма, основной постулат которой состоял в том, 
что геном построен из структурно-функцио-
нальных блоков, транскрипционный статус 
которых контролируется способом упаковки 
хроматиновой фибриллы в рамках блока в це-
лом (рис.  1,  а) [23,  24]. Регуляция транскрип-
ции представлялась двухэтапным процессом: 
(1) активация хроматинового домена и (2) ак-
тивация промоторов индивидуальных генов 
внутри домена [25]. Модель предполагала на-
личие регуляторных элементов, контроли-
рующих транскрипционный статус домена в 
целом, и определенных структурных единиц в 
хромосомах, в границах которых могут проис-
ходить изменения способа укладки хроматина. 
Обнаружение области контроля локуса домена 
бета-глобиновых генов [26, 27] способствовало 
широкому признанию данной модели.

Что касается структурных единиц в хро-
мосомах, то внимание ученых привлекли упо-
минавшиеся выше петли ДНК. Учитывая при-
близительное сходство размеров этих петель и 
сегментов генома, демонстрирующих диффе-
ренциальную чувствительность к обработке 

ДНКазой в клетках, дифференцированных по 
разным путям, было заманчиво предположить, 
что именно хроматиновые петли и являются 
структурно-функциональными блоками гено-
ма. Соответственно, участки закрепления ос-
нований хроматиновых петель на скелетных 
структурах хромосомы должны были ограничи-
вать геномный сегмент, в рамках которого могут 
происходить зависящие от типа клеток измене-
ния способа упаковки хроматина [28]. Это сти-
мулировало исследования участков прикрепле-
ния петель ДНК к ядерному матриксу/скелету.

Общая стратегия картирования оснований 
петель ДНК и позиций генов в петлях ДНК 
была предложена в лаборатории П.  Кука [29]. 
Она состояла в анализе распределения инди-
видуальных последовательностей ДНК между 
отщепленной и оставшейся связанной со ске-
летными элементами хромосомы фракция-
ми ДНК по ходу обработки экстрагирован-
ных концентрированным солевым раствором 
ядер возрастающими количествами нуклеаз 
(рис. 1, б). В предельном случае связанными со 
скелетными элементами хромосомы должны 
были остаться только основания петель ДНК. 
Результаты, полученные с использованием 
этого протокола, оказались достаточно не-
ожиданными. Было продемонстрировано, что 
со скелетными элементами хромосомы пред-
почтительно связаны транскрибирующиеся и 
реплицирующиеся последовательности ДНК 
[7, 30–32]. Эти результаты были интерпретиро-
ваны в терминах модели, постулирующей, что 
транскрипция и репликация осуществляются 
иммобилизованными РНК- и ДНК-полимера-
зами, организованными в транскрипционные 
и репликативные фабрики [33–35]. Последую-
щие работы продемонстрировали существова-
ние в ядрах так называемых фокусов реплика-
ции и транскрипции, которые отождествили с 
упомянутыми выше репликативными и транс-
крипционными фабриками [36,  37]. Идея о 
том, что пространственная организация гено-
ма направляется привлечением различных его 
сегментов к транскрипционным фабрикам, не 
потеряла своей актуальности и в настоящее 
время [38, 39].

Демонстрация того, что прикрепление 
ДНК к скелетным элементам хромосомы прямо 
связано с осуществлением синтетических про-
цессов, противоречила предположению о том, 
что хроматиновые петли являются структур-
но-функциональными блоками генома. В этой 
связи модель организации хроматиновых пе-
тель была модифицирована. Постулировалось, 
что наряду с динамичными функциональными 
прикреплениями ДНК к скелетным элементам 
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Рис. 1. Прикрепленные к ядерному матриксу петли ДНК. а  –  Схематическое представление доменной гипотезы ор-
ганизации генома. Группа генов, контролируемых энхансерами и областью контроля локуса (в современной терми-
нологии  –  суперэнхансером), заключена в петлю ДНК. Изменение способа укладки хроматина в рамках всей петли 
контролирует транскрипционный статус домена. б  –  Стратегия картирования позиций генов относительно участков 
прикрепления петель ДНК к ядерному матриксу. По мере внесения разрывов в ДНК происходит переход в раство-
римую фракцию сначала дистальных частей петли ДНК, а потом и остальных ее частей, за исключением собственно 
участков прикрепления к ядерному матриксу. в – Разрезание генома на петлевые домены посредством внесения раз-
рывов ДНК-топоизомеразой II, локализованной в основаниях хроматиновых петель. Последующий анализ проводит-
ся с использованием гель-электрофореза в пульсирующем поле. VM-26 – тенипозид; SDS – додецилсульфат натрия; 
PFGE – гель-электрофорез в пульсирующем поле
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хромосомы существуют и постоянные струк-
турные участки прикрепления, которые огра-
ничивают структурно-функциональные бло-
ки генома [40]. Некоторыми исследователями 
было высказано предположение о том, что 
ассоциация транскрибирующихся последова-
тельностей ДНК со скелетными элементами 
хромосомы является артефактом, возникаю-
щим в результате агрегации транскрипцион-
ных комплексов и новосинтезированной РНК 
в ходе солевой экстракции [41]. Для того чтобы 
избежать такой агрегации, было предложено 
использовать для экстракции гистонов слабый 
ионный детергент, дииодосалицилат лития 
[41]. Другие авторы предположили, что после-
довательности ДНК, участвующие в закрепле-
нии петель на ядерном матриксе, должны пред-
почтительно связываться с этой структурой 
in vitro. Оба подхода позволили идентифициро-
вать одни и те же геномные элементы, которые 
получили названия SARs (Scaff old Attachment 
Regions) [41] и MARs (Matrix Attachment regions) 
[42]. Позже был предложен термин S/MARs, 
комбинирующий оба этих названия [43]. Хотя 
первоначальные результаты указывали на то, 
что S/MARs действительно могут организо-
вывать в петли функциональные блоки гено-
ма [41, 42, 44–47], позже стало очевидно, что 
количество S/MARs в геноме избыточно по 
отношению к ожидаемому количеству струк-
турно-функциональных блоков генома и что 
эти элементы могут располагаться как в неко-
дирующих областях генома, так и внутри генов 
[48]. S/MAR-элементы не имеют выраженного 
сходства на уровне последовательности ДНК, 
но обладают рядом общих характеристик, та-
ких как высокое содержание АТ-пар [42, 49, 
50], присутствие сайтов узнавания ДНК-топо-
изомеразой II [51, 52] и способность плавиться 
в относительно мягких условиях, в том числе 
при повышенном уровне суперспирализации 
ДНК [53]. Из общих соображений можно было 
ожидать, что пограничные элементы структур-
но-функциональных доменов генома должны 
обладать барьерной активностью, т.е. должны 
препятствовать распространению гетерохро-
матина. Многочисленные попытки продемон-
стрировать такую активность S/MARs привели 
к неоднозначным результатам [54–56]. Кроме 
того, было показано, что S/MAR-элементы не 
обладают энхансер-блокирующей активно-
стью [57]. В настоящее время наиболее обосно-
ванной представляется модель, согласно кото-
рой S/MAR-элементы способствуют созданию 
и поддержанию открытых доменов хроматина. 
Продемонстрированная в ряде экспериментов 
способность S/MAR-элементов обеспечивать 

высокий уровень экспрессии трансгенов ско-
рее всего связана именно с поддержанием ак-
тивного статуса хроматиновых доменов [58–60].

Способность S/MARs связываться in  vitro 
со скелетными структурами ядра [42,  61] сти-
мулировала поиск белков, связывающихся с 
S/MAR-элементами. Таких белков было обна-
ружено достаточно много [62]. Последующие 
исследования показали, что ряд из них (SATB1, 
SAF-A/hnRNPU, SAF-B и другие) играют 
важную роль в контроле динамики хромати-
на и поддержании архитектуры клеточного 
ядра [62–65].

РАЗРЕЗАНИЕ ГЕНОМА ПО ГРАНИЦАМ 
СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 

ДОМЕНОВ

Неоднозначные результаты о роли S/MAR-
элементов в разграничении петлевых доменов 
ДНК стимулировали разработку других подхо-
дов для картирования границ петель ДНК. Как 
обычно в экспериментальной науке, разра-
ботка новых методов, в данном случае метода 
разделения чрезвычайно длинных фрагментов 
ДНК с помощью гель-электрофореза в пуль-
сирующем поле [66], открыла новые возмож-
ности для решения старых вопросов. Вместо 
того чтобы пытаться изолировать фрагмен-
ты ДНК, лежащие в местах крепления петель 
ДНК к белковым структурам клеточного ядра, 
было предложено разрезать геном на петли, 
внося разрывы в основания петель с помощью 
ДНК-топоизомеразы  II (рис.  1, в) [67,  68]. По 
ходу своей нормальной работы ДНК-топоизо-
мераза  II вносит двунитевые разрывы в ДНК, 
которые потом зашивает после пропускания 
одной двуспиральной молекулы ДНК через 
другую. Существует целый ряд агентов, кото-
рые блокируют работу ДНК-топоизомеразы II 
на стадии промежуточного комплекса с разо-
рванной ДНК. Обработка клеток этими аген-
тами может быть использована для внесения 
разрывов в ДНК в местах посадки фермента 
[69,  70]. Предложенная стратегия была осно-
вана на том факте, что ДНК-топоизомера-
за  II является компонентом как ядерного ма-
трикса, так и остова метафазной хромосомы 
[71,  72], в силу чего должна контактировать с 
основаниями петель ДНК, прикрепленными к 
этим структурам. Обработка концентрирован-
ными солевыми растворами не инактивирует 
ДНК-топоизомеразу  II; поэтому расщепление 
ДНК этим ферментом можно проводить как в 
живых клетках, так и в ядрах, экстрагирован-
ных концентрированным солевым раствором. 
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Вырезанные петли ДНК разделяли посред-
ством электрофореза в пульсирующем поле. 
Позиции концов петель можно было картиро-
вать относительно сайтов расщепления ДНК 
редкощепящими рестриктазами (Not  I, Sfi   I) 
с использованием метода непрямого мечения 
концов ДНК [73]. Применение этого протоко-
ла позволило картировать основания петель в 
нескольких сегментах различных геномов [67, 
68, 74–76]. Домен куриных альфа-глобиновых 
генов оказался заключенным в одну петлю [68]. 
В рибосомных генах каждый повторяющийся 
блок локализован в отдельной петле [67]. В то 
же время ген дистрофина оказался организо-
ван в несколько петель [76]. Дальнейшие ис-
следования показали, что крупномасштабная 
фрагментация ДНК (предположительно, вы-
резание петель ДНК) происходит на началь-
ных стадиях апоптоза, запускаемого различ-
ными агентами [77–81]. Аналогичный паттерн 
крупномасштабного расщепления генома на-
блюдали и при ограниченной обработке пер-
меабилизированных клеток различными ну-
клеазами [82–84].

Концепция, постулирующая наличие в 
клеточном ядре жесткой поддерживающей 
структуры – ядерного матрикса – не получила 
удовлетворяющего экспериментального под-
тверждения [85–87]. Тем не менее крупномас-
штабная фрагментация генома, обнаруженная 
в ходе исследований ядерного матрикса, пря-
мо указывает на существование протяженных 
структурных блоков в геноме. Следует сказать, 
что оценка размеров длинных фрагментов 
ДНК после их разделения посредством элек-
трофореза в пульсирующем поле весьма при-
близительна, в том числе из-за присущих этому 
методу артефактов, проявляющихся в наличии 
участков компрессии. Рядом авторов было по-
казано, что распределение вырезаемых фраг-
ментов ДНК по длине является непрерывным 
и достаточно широким (от 50  т.п.н. до 1000 и 
более т.п.н.) [76]. Другие авторы сообщали о 
двух размерных классах сегментов генома, вы-
резаемых на начальных стадиях апоптоза: 100–
1000 т.п.н. и 1000–2000 т.п.н. [80]. В рамках со-
временных представлений об упаковке генома 
в клеточном ядре (см.  ниже) такую фрагмен-
тацию можно объяснить внесением разрывов 
в основания петель ДНК различной природы 
(короткие фрагменты) и в границы топологи-
чески-ассоциированных доменов (длинные 
фрагменты). Исследования крупномасштаб-
ной фрагментации генома проводились до на-
чала так называемой постгеномной эры. В свя-
зи с этим положения оснований петель были 
установлены только в ограниченном числе ге-

номных регионов. В ряде случаев эти положе-
ния совпадали с горячими точками хромосом-
ных перестроек и ломкими сайтами (common 
fragile sites) в хромосомах [88–91]. Это позво-
лило предположить, что петли ДНК могут быть 
эволюционными блоками генома [92, 93].

СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ 
ОБ УПАКОВКЕ ДНК В ИНТЕРФАЗНЫХ 

ХРОМОСОМАХ

Результаты, полученные в последние де-
сятилетия, поставили под сомнения иерархи-
ческую модель упаковки хроматина, сформу-
лированную в 80-е годы прошлого столетия. 
Целый ряд наблюдений, сделанных с исполь-
зованием различных методических подходов, 
показал, что 30-нм хроматиновая фибрилла, 
которую можно наблюдать в препаратах солю-
билизированного хроматина, практически от-
сутствует в клеточном ядре. Было, в частности, 
показано, что как в гетерохроматине, так и в 
эухроматине уровень компактизации ДНК су-
щественно превышает таковой в составе 30-нм 
фибриллы [94, 95]. Попытки обнаружить 30-нм 
фибриллы в ядрах и метафазных хромосомах с 
использованием различных вариантов элек-
тронной микроскопии оказались безуспеш-
ными [96–101]. Хотя полностью исключить 
возможность присутствия в клеточных ядрах 
коротких сегментов 30-нм фибриллы едва ли 
возможно, основным путем формирования 
компактных хроматиновых структур является 
упаковка 10-нм нуклеосомных нитей в нерегу-
лярные компактные массы, стабилизирован-
ные взаимодействиями между нуклеосомами 
разных фибрилл [102–105]. Эти массы могут 
быть более или менее компактными в зависи-
мости от профилей модификаций гистонов. 
В   частности, ацетилирование гистонов спо-
собствует менее компактной укладке хромати-
новых масс, препятствуя установлению межну-
клеосомных контактов [106]. В компактизации 
локальных сегментов хроматина определенную 
роль играет формирование жидкофазных кон-
денсатов [107–110]. При этом хроматин в це-
лом демонстрирует характеристики, присущие 
скорее гидрогелю или даже твердому телу, чем 
жидкофазному конденсату [102, 111, 112].

На первый взгляд, упаковка хроматина в 
виде низкоупорядоченных компактных масс 
оставляет мало возможностей для существова-
ния структурных блоков хроматина на уровне 
макроукладки нуклеосомной фибриллы. Тем 
не менее анализ частот контактов между уда-
ленными элементами генома с использова-
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нием методов, основанных на перекрестном 
лигировании близкорасположенных фрагмен-
тов ДНК [113], продемонстрировал, что такие 
блоки все же существуют. Они получили назва-
ние топологически-ассоциированных доменов 
(сокращенно – ТАДов) [114–116]. Размеры ТАДов 
существенно варьируют: в среднем они состав-
ляют ~ 1000 т.п.н. в геномах мыши и человека 
[115, 117] и ~ 100 т.п.н. в геноме дрозофилы [116]. 
Основной характеристикой ТАДов является 
то, что пространственные контакты равно-
удаленных фрагментов ДНК существенно чаще 
происходят внутри ТАДов, чем между ними. 

ТАДы обычно представляют в виде компакт-
ных хроматиновых глобул (рис. 2, а). Хромати-
новые глобулы, содержащие ~ 1000 т.п.н. ДНК, 
действительно легко видеть в интерфазных 
ядрах при анализе упаковки хроматина с помо-
щью микроскопии сверхвысокого разрешения 
[118, 119]. С использованием техники визуали-
зации ТАДов посредством гибридизации in situ 
с бакмидными пробами или наборами олиго-
нуклеотидных проб было продемонстрирова-
но, что ТАДы действительно имеют в первом 
приближении глобулярную форму [120,  121]. 
У  дрозофилы можно наблюдать хорошее со-

Рис. 2. Современные представления об укладке интерфазных хромосом в клеточном ядре. а – Организация 10-нм хро-
матиновой фибриллы в топологически-ассоциированные домены и далее в хромосомную территорию. б – Возникнове-
ние ядерного матрикса в результате агрегации содержимого интерхроматиновых каналов. Слева показана упрощенная 
модель организации хромосомных территорий (заштрихованные участки), разделенных интерхроматиновым компарт-
ментом. В интерхроматиновом компартменте находятся РНП-частицы и различные ядерные тельца (в том числе спе-
клы и транскрипционные фабрики). После обработки ядер ДНКазой и солевой экстракции происходит солюбилизация 
хроматина и агрегация содержимого интерхроматинового компартмента. Ядерные тельца оказываются включены в со-
став нерастворимого агрегата, который и называли ядерным матриксом



РАЗИН и др.952

БИОХИМИЯ том 87 вып. 7 2022

ответствие между ТАДами, выявляемыми на 
популяционных картах Hi-C, и индивидуаль-
ными глобулами, которые можно визуализиро-
вать посредством гибридизации in  situ с соот-
ветствующими пробами [120]. У человека такое 
соответствие выражено намного хуже и стано-
вится очевидным лишь при усреднении резуль-
татов FISH на большом числе клеток [121]. Это 
хорошо согласуется с данными Hi-C на инди-
видуальных клетках, которые свидетельствуют 
о том, что менее 50% границ ТАДов совпадают 
между отдельными клетками [122].

Существуют убедительные свидетельства 
того, что в клетках позвоночных животных 
ТАДы формируются посредством динамичес-
кой экструзии хроматиновых петель когезино-
выми комплексами, которая ограничивается 
конвергентными сайтами связывания инсу-
ляторного белка CTCF [123–125]. В границах 
ТАДов ДНК часто оказывается организованной 
в дополнительные петли различной природы, 
в том числе петли между сайтами связывания 
CTCF, энхансер-промоторные петли и петли 
между сайтами связывания репрессирующих 
транскрипцию комплексов Polycomb [117, 126].

Важной особенностью современной моде-
ли пространственной организации хромосом в 
клеточном ядре является то, что эта модель не 
предполагает наличия какой-либо непрерыв-
ной скелетной структуры (ядерного матрикса), 
участвующей в пространственной организации 
генома в интерфазном ядре. Петли ДНК, о ко-
торых говорилось выше, замыкаются благодаря 
взаимодействиям между привлеченными к их 
основаниям белками. В случае энхансер-про-
моторных петель существенную роль играет 
формирование активаторных фазовых кон-
денсатов на энхансерах, к которым привлека-
ются промоторы [110]. То, что ранее называли 
ядерным матриксом, в действительности также 
является жидкофазным конденсатом, основу 
которого составляют гетерогенные ядерные 
рибонуклеопротеиновые частицы (hnRNP), 
которые заполняют интерхроматиновые ка-
налы [127]. В ходе солевой экстракции ядер 
hnRNP-частицы агрегируют, захватывая нахо-
дящиеся в интерхроматиновых каналах функ-
циональные компартменты, в том числе цен-
тры сплайсинга (спеклы) и транскрипционные 
фабрики, к которым привлекаются активные 
гены (рис. 2,  б) [87]. Таким образом форми-
руется нерастворимый ядерный матрикс. Это 
объясняет, почему удерживаемая в составе 
ядерного матрикса фракция ДНК оказывает-
ся обогащена активными генами (см.  выше). 
В недавно опубликованной работе процедуру, 
идентичную процедуре выделения ядерного 

матрикса, предложили использовать для вы-
деления ДНК, ассоциированной со спеклами 
[128]. Полученная авторами этой работы фрак-
ция ДНК демонстрировала те же характери-
стики, что изучавшаяся ранее фракция ДНК, 
прилежащая к ядерному матриксу [14, 128]. По-
граничные участки ТАДов содержат активный 
хроматин [115, 129], который предпочтительно 
локализуется на границах интерхроматиновых 
каналов [130]. Соответственно, они также будут 
удерживаться в составе формирующегося в ходе 
солевой экстракции агрегата hnRNP-частиц.

Интересным представляется вопрос о 
том, по каким позициям происходит описан-
ная в предыдущем разделе крупномасштабная 
фрагментация генома на начальных стадиях 
апоптоза и при обработке клеток ингибитора-
ми ДНК-топоизомеразы  II. Ряд наблюдений 
позволяет считать, что в этих условиях геном 
разрезается по границам ТАДов. Прежде всего, 
было продемонстрировано, что ДНК-топоизо-
мераза  II предпочтительно связывается с гра-
ницами ТАДов, где она колокализуется с CTCF 
и когезином [131]. Кроме того, границы ТАДов 
содержат активный хроматин, повсеместно 
транскрибирующиеся гены и кластеры регуля-
торных элементов [115,  129]. Соответственно, 
границы ТАДов предпочтительно доступны для 
нуклеаз. Наконец, в границах ТАДов часто рас-
полагаются ранние участки начала репликации 
ДНК [132]. Это коррелирует с предшествующи-
ми наблюдениями, продемонстрировавшими, 
что участки начала репликации находятся в по-
граничных областях так называемых «структур-
ных» (не связанных с осуществлением транс-
крипции) петель ДНК [133]. На модели домена 
альфа-глобиновых генов кур было показано, 
что сайт предпочтительного расщепления ДНК 
при ингибировании активности ДНК-топо-
изомеразы  II локализуется рядом с участком 
начала репликации [68]. На первый взгляд, 
предположение о том, что крупномасштабная 
фрагментация генома происходит по границам 
ТАДов, противоречит существующим оценкам 
размеров прикрепленных к ядерному матрик-
су/скелету петель ДНК. Действительно, наи-
более часто размер этих петель оценивается в 
50–100 т.п.н. [14], что на порядок меньше сред-
него размера ТАДов в клетках млекопитающих 
[115]. Однако стоит принять во внимание ге-
терогенность хроматиновых петель, которые 
изучались в ранних работах [40], а также огра-
ничения, присущие каждому методу оценки 
размеров петель ДНК [14]. Так, есть все осно-
вания полагать, что при спрединге дегистони-
зированных ядер и метафазных хромосом по-
вреждаются наиболее длинные петли. Так что 
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оценка контурной длины петель на электрон-
но-микроскопических снимках явно должна 
быть заниженной. Отдельно стоит сказать про 
метафазные хромосомы. В рамках первоначаль-
но сформулированной радиально-петлевой 
модели хромосомы было принято считать, что 
организация ДНК в петли является общей для 
интерфазной и метафазной хромосомы [134]. 
Дополнительная компактизация хромосомы 
при переходе из интерфазы к метафазе объяс-
нялась реконфигурацией скелетных элементов, 
к которым прикреплены петли. В  настоящее 
время продемонстрировано, что петли ДНК в 
метафазной хромосоме формируются заново 
посредством экструзии, осуществляемой кон-
денсинами [135,  136]. При этом утрачивается 
организация ДНК в ТАДы. Характеристики 
сформированных петель, в том числе и их раз-
меры (80 т.п.н. [135]), существенно отличаются 
от характеристик петель ДНК в интерфазной 
хромосоме. Таким образом, усредненные оцен-
ки длины петель ДНК в интерфазных и мета-
фазных хромосомах не имеют смысла. Природа 
скелетных элементов метафазной хромосомы и 
ядерного матрикса также принципиально раз-
лична. Первые формируются из конденсина 
и ДНК- топоизомеразы  II [137,  138], тогда как 
ядерный матрикс состоит преимущественно из 
белков hnRNP-частиц, ламинов и компонен-
тов ядрышка [139,  140]. Возвращаясь к интер-
фазным хромосомам, стоит упомянуть о том, 
что первоначальные оценки размеров топо-
логически-замкнутых доменов генома (петель 
ДНК в нуклеоидах) составляли ~  1500  т.п.н. 
[6], что вполне соответствует размеру тополо-
гически-ассоциированных доменов в хромо-
сомах млекопитающих [115]. При этом стоит 
отметить, что ТАДы достаточно гетерогенны по 
размерам. Анализ Hi-C-матриц высокого раз-
решения продемонстрировал, что существуют 
и достаточно маленькие ТАДы [117].

В рамках современной модели организа-
ции генома ТАДы рассматриваются как его 
эволюционные блоки [141–143]. Аналогия с 
тем, что говорилось ранее о закрепленных на 
ядерном матриксе петлях ДНК [92, 93], вполне 
очевидна.

НОВАЯ ИНТЕРПРЕТАЦИЯ СТРУКТУРНО-
ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ БЛОКОВ ГЕНОМА

Современная модель работы энхансеров 
постулирует, что на энхансере формируется 
жидкофазный активаторный конденсат [144–
147]. Для того чтобы энхансер мог активиро-
вать промотор, последний должен находиться 

внутри активаторного конденсата. В большин-
стве случаев это достигается посредством вы-
петливания разделяющего промотор и энхан-
сер фрагмента ДНК [148,  149]. Учитывая то 
обстоятельство, что пространственные контак-
ты удаленных фрагментов генома возникают 
предпочтительно внутри ТАДов, можно ожи-
дать, что ТАДы будут ограничивать сферу дей-
ствия энхансеров. Действительно, в ряде работ 
было продемонстрировано, что удаление либо 
перемещение границ ТАДов в результате хро-
мосомных делеций и инверсий приводит к из-
менению профилей транскрипции, что, в свою 
очередь, может стать причиной различных за-
болеваний [150–153]. Наряду с этим в экспе-
риментах со случайной интеграцией в геном 
конструкта с репортерным геном было показа-
но, что энхансер способен эффективно акти-
вировать промотор только в тех случаях, когда 
интеграция произошла в тот же ТАД, в кото-
ром находится энхансер [154]. Перечисленные 
результаты привели к возрождению модели по-
строения генома из структурно-функциональ-
ных блоков, каковыми стали считать ТАДы 
[143, 155–158]. В этой связи хотелось бы отме-
тить, что одним из ключевых постулатов сфор-
мулированной в 80-е годы прошлого века мо-
дели доменной организации генома являлось 
утверждение о том, что домен в целом является 
регуляторным блоком, статус которого может 
быть активным, либо неактивным. Далее по-
стулировалось, что должны существовать ре-
гуляторные элементы доменного уровня, кото-
рые контролируют транскрипционный статус 
домена. В качестве примера таких регулятор-
ных элементов обычно приводили область кон-
троля локуса домена бета-глобиновых генов 
позвоночных животных [27, 159, 160]. Ясно, что 
ТАДы не соответствуют этим двум постулатам. 
Действительно, ТАД в целом не является регу-
ляторным доменом, транскрипционный статус 
которого регулируется посредством измене-
ния способа компактизации ДНК в границах 
всего ТАДа. Соответственно, не обнаружено 
и регуляторных элементов, контролирующих 
способ укладки ДНК внутри ТАДа. Говоря о 
регуляторном значении разделения генома на 
ТАДы, часто подчеркивают консервативность 
их профилей [115,  143], однако консерватив-
ность эта является весьма ограниченной. Так, 
при сравнении организации в ТАДы геномов 
человека и шимпанзе было выявлено лишь 
около 40% консервативных границ [161]. Сто-
ит отметить и то, что в индивидуальных клет-
ках профили разделения хромосом на ТАДы 
существенно различаются: меньше половины 
границ ТАДов в индивидуальных клетках со-
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впадает со среднестатистическими границами, 
выявленными при анализе популяций клеток 
мыши или дрозофилы [122, 162]. Способность 
границ ТАДов препятствовать установлению 
энхансер-промоторной коммуникации также 
является относительной. Вероятность про-
странственных контактов внутри ТАДов лишь 
в два раза превышает вероятность контактов 
равноудаленных геномных элементов из раз-
ных ТАДов [163]. Описаны ситуации, когда эн-
хансер и активируемый этим энхансером ген 
находятся в разных ТАДах [164]. В некоторых 
областях генома утрата границ ТАДов приво-
дит к изменениям профилей транскрипции 
[165,  166], тогда как в других областях генома 
они не имеют выраженного эффекта [167, 168]. 
Утрата всех границ ТАДов в результате депле-
ции CTCF либо когезина не приводит к драма-
тическим изменениям профилей транскрип-
ции [169–172]. Складывается впечатление, что 
поддержание определенной пространственной 
конфигурации сегмента ДНК внутри ТАДа 
имеет большее функциональное значение, чем 
ограничение сферы действия энхансеров гра-
ницами ТАДов [168, 173, 174].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сформулированная в 1980-е годы доменная 
модель организации эукариотического генома 
претерпела существенные изменения по ходу 
появления новых данных о пространственной 
организации генома в клеточном ядре. При-
влекательность оригинальной версии этой мо-
дели [23, 24] состояла в том, что она позволяла 
рассчитывать на то, что понять механизм ра-

боты генома в целом можно изучая отдельные 
его домены. Сейчас очевидно, что такой под-
ход оказался несостоятельным в том смысле, 
что геном нельзя представить в виде мозаики 
единообразно устроенных структурно-функ-
циональных блоков. Хотя ТАДы в определен-
ном смысле являются структурно-функцио-
нальными блоками генома, они не являются 
единообразно устроенными регуляторными 
доменами, которые могут активироваться или 
инактивироваться по принципу «все или ни-
чего». Изучение регуляторных механизмов 
транскрипции на уровне всего генома демон-
стрирует существование множества индивиду-
альных решений, которые едва ли возможно 
уложить в некую общую модель.
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DOMAIN MODEL OF EUKARYOTIC GENOME ORGANIZATION: 
FROM DNA LOOPs FIXED ON THE NUCLEAR MATRIX TO TADs
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In this review we analyze the development of ideas about the domain organization of the eukaryotic genome. 
The results of characterization of DNA loops attached to the nuclear matrix are considered in detail and the 
place of these results in the modern model of the spatial organization of the eukaryotic genome is discussed. 
A critical analysis of the results demonstrating that topologically associated chromatin domains are structural 
and functional blocks of the genome is presented, and the conclusion is substantiated that these blocks are 
fundamentally diff erent from the structural-functional domains considered by the domain hypothesis of 
the eukaryotic genome organization that was formulated in the 1980s. Based on the entire discussion, it is 
concluded that the model postulating that the eukaryotic genome is built from uniformly organized functional 
units has proved to be an unacceptable simplifi cation.

Keywords: chromatin, structural and functional domains of the genome, topologically associated chromatin domains, 

DNA loops, DNA topoisomerase II
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Пероксиредоксин 6 (Prdx6) является важным антиоксидантным ферментом со множеством функций 
в клетке. Prdx6  нейтрализует широкий спектр гидропероксидов, участвует в метаболизме фосфо-
липидов и восстановлении мембран клетки, а также в передаче внутриклеточных и межклеточных 
сигналов. Нарушение нормальной экспрессии Prdx6 в клетке приводит к развитию патологических 
состояний. Снижение концентрации  Prdx6 приводит к росту окислительных повреждений клетки. 
В то же время гиперпродукция Prdx6 ассоциируется с ростом антиоксидантного статуса, подавлением 
апоптоза и канцерогенезом. В настоящее время механизмы канцерогенного действия пероксиредок-
синов недостаточно изучены. В  данной работе установлено, что увеличение в 3–4  раза продукции 
Prdx6 в клетках эмбриональных фибробластов мыши 3Т3 приводит к снижению в 4–5 раз уровня он-
косупрессора p53. При этом гиперпродукция Prdx6 приводит к усилению экспрессии RELA и HIF1A, 
оказывающих онкогенный эффект. Рост внутриклеточного Prdx6 в 3–4 раза повышает интенсивность 
пролиферации клеток на 20–30%, способствует росту антиоксидантной активности на 30–50%, а так-
же увеличивает радиорезистентность трансфецированных клеток 3Т3 на 30–40%. Рост внутриядер-
ного Prdx6 приводит к уменьшению экспрессии генов репарации ДНК в ответ на действие радиации, 
что указывает на снижение повреждений геномной ДНК. В работе обсуждаются возможные молеку-
лярные механизмы подавления р53 при гиперпродукции Prdx6, которые могут найти применение в 
разработке новых подходов терапии рака.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пероксиредоксин 6, р53, клеточная гибель, пролиферация клеток, окислительный 

стресс, ионизирующее излучение.

DOI: 10.31857/S0320972522070107, EDN: AWAZNN

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода; карбокси-H2DCFDA – 6-карбокси-2',7'-дихлордигид-
рофлуоресцеин диацетат; AP-1 – транскрипционный фактор (Activating Protein-1); GFP – зелёный флуоресцентный бе-
лок; HIF-1α – транскрипционный фактор, индуцируемый гипоксией (Hypoxia-inducible factor 1-alpha); NF-κB – тран-
скрипционный фактор (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); Nrf2 – транскрипционный фактор 
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2); p53 – транскрипционный фактор; Prdx – пероксиредоксин.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Хорошо известно, что в физиологи-
ческих концентрациях активные формы 
кислорода  (АФК) являются важнейшими 
внутриклеточными и межклеточными сиг-
нальными молекулами  [1]. Сигнально-регу-
ляторная функция АФК реализуется через их 
влияние на «многоуровневую» редокс-чув-
ствительную систему регуляторных белков 
клетки, которая представлена различными 
рецепторами, протеинкиназами, фосфатаза-
ми и транскрипционными факторами  [2, 3]. 

Ключевую роль в процессах АФК-опосредо-
ванной сигнализации играют остатки цисте-
инов (Cys), доступные для окислительной мо-
дификации как в самих регуляторных белках, 
так и в белках-посредниках, известных как 
редокс-реле [4]. В свою очередь, уровень внут-
риклеточных и межклеточных АФК контро-
лируется антиоксидантной системой. В  ре-
гуляции концентрации АФК основную роль 
играют ферменты-антиоксиданты, среди ко-
торых особая роль принадлежит пероксире-
доксинам  (Prdx)  – эволюционно-древнему 
семейству тиоредоксин-подобных перокси-
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даз. Среди известных пероксидаз именно Prdx 
способны восстанавливать наиболее широкий 
спектр органических и неорганических гидро-
пероксидов, являющихся наиболее стабильны-
ми и долгоживущими формами АФК [5]. Кроме 
того, Prdx при окислении пероксидазного ак-
тивного центра проявляют функцию шаперо-
нов и фосфолипаз, что также оказывает влия-
ние на внутриклеточную сигнализацию и фи-
зиологию клетки [6]. Следует также отметить, 
что Prdx, помимо непосредственного участия 
в регуляции концентрации гидропероксидов, 
выполняют функцию редокс-реле, взаимодей-
ствуя с белками-мишенями и образуя с ними 
межмолекулярные дисульфидные связи  [7, 8]. 
Например, транскрипционный фактор FOXO3 
(Forkhead box O3) через остатки Cys31 и Cys150 
взаимодействует с Prdx1, что защищает FOXO3 
от деградации, способствует его проникнове-
нию в ядро и активации транскрипции целе-
вых генов [4]. Активность транскрипционного 
фактора STAT3 (Signal Transducer and Activator 
of Transcription  3) регулируется через окисле-
ние и восстановление остатков Cys (Cys328, 
Cys542, Cys259) с участием Prdx2 и тиоредок-
сина 1 (Trx1) [4]. По-видимому, подобная регу-
ляторная функция может быть характерна для 
всех пероксиредоксинов [5, 6].

Среди пероксиредоксинов особый интерес 
вызывает Prdx6, который содержит один оста-
ток цистеина в активном центре, а также обла-
дает активностью фосфолипазы А2  (aiPLA2), 
что позволяет этому белку играть важнейшую 
роль в антиоксидантной защите и восстановле-
нии клеточных мембран [9]. Животные, нока-
утные по гену PRDX6, характеризуются ростом 
окислительных повреждений тканей и орга-
нов (в особенности почек, печени и лёгких), 
а также повышенной чувствительностью к 
окислительным повреждениям [10]. Напротив, 
трансгенные мыши с повышенной экспресси-
ей PRDX6 обладают более высокой резистент-
ностью (по сравнению с нормальными живот-
ными) к окислительным повреждениям  [11]. 
Однако гиперэкспрессия  PRDX6 способствует 
повышению уровня пролиферативной актив-
ности и онкотрансформации клеток. Кроме 
того, гиперпродукция Prdx6 коррелирует с ро-
стом устойчивости раковых клеток к химио-
препаратам и ионизирующему излучению [6]. 
При этом пероксидазная активность  Prdx6 
стимулирует рост раковых клеток (обеспечи-
вая устойчивость к окислительным факторам), 
а фосфолипазная активность  aiPLA2 способ-
ствует их метастазированию. Нокдаун PRDX6 
в раковых клетках приводит к снижению 
скорости их роста и метастазирования  [12]. 

В  настоящее время молекулярные механизмы 
канцерогенного действия Prdx6 изучены недо-
статочно. Однако не вызывает сомнений, что 
онкогенный эффект Prdx6 не ограничен лишь 
его каталитическими свойствами, а также об-
условлен его сигнально-регуляторной функ-
цией [6]. Например, нокдаун PRDX6 в клетках 
меланомы сопровождается снижением актив-
ности циклин-зависимой киназы CDK4/6, 
что приводит к подавлению роста и деления 
клеток  [12]. Prdx6  связывается с  DED (Death 
Eff ector Domain), доменом инициаторной кас-
пазы-10, тем самым препятствуя формиро-
ванию TRAIL-опосредованного сигнально-
го комплекса DISC (Death-Inducing Signaling 
Complex) и последующей активации эффек-
торных каспаз (3 и 7). Нокдаун PRDX6 в клет-
ках HeLa приводит к активации TRAIL-опо-
средованного апоптоза [13]. Нокдаун PRDX6 в 
клетках HEK293T и HeLa вызывает активацию 
PTEN-индуцированной киназы  1  (PINK1), 
накопление маркера аутофагии  p62, про-
никновение паркина внутрь митохондрий 
и запуск митофагии  [14]. Показано, что он-
когенная функция Prdx6 также осуществля-
ется через взаимодействие с белком  JAK2 и 
стимуляцию сигнального пути JAK2/STAT3, 
в результате чего значительно увеличивается 
уровень хемокина CCL5, стимулирующего де-
ление клеток [15]. Таким образом, Prdx6 игра-
ет важную роль в физиологии клетки благодаря 
взаимодействию с ключевыми регуляторами 
апоптоза.

Как отмечалось ранее, транскрипцион-
ные факторы являются важнейшими объекта-
ми редокс-регуляции, т.к. под действием АФК 
изменяется их активность и специфич-
ность, что оказывает влияние на экспрессию 
соответствую щих генов, позволяя клетке 
адаптироваться в ответ на изменения её ре-
докс-статуса  [2]. Транскрипционный фактор 
p53 вовлечён в регуляцию множества кле-
точных процессов, включая рост, старение и 
апоптоз. Известно, что p53  является важней-
шим онкосупрессором. Более половины из 
всех известных форм рака ассоциированы с 
различными мутациями в гене  TP53 (кодиру-
ющем белок  p53), которые приводят к нару-
шению функции  p53 и онкотрансформации 
клеток  [16]. Способность  p53 связываться с 
ДНК и активировать транскрипцию генов-ми-
шеней регулируется посттрансляционными 
модификациями, среди которых важное значе-
ние имеет редокс-регуляция, опосредованная 
окислением остатков цистеина [17]. Белок p53 
имеет 10  остатков цистеина, расположен-
ных в ДНК-связывающем домене (100–300 
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аминокислотные остатки), чувствительных 
к действию  АФК. Три из них (Cys176, Cys238 
и  Cys242) связываются с атомом цинка (вме-
сте с His179) и имеют решающее значение для 
правильного сворачивания и функционирова-
ния p53 [18]. Окисление вышеуказанных остат-
ков цистеина подавляет способность p53 свя-
зываться с ДНК [19]. При этом окислительная 
модификация других цистеинов в ДНК-связы-
вающем домене влияет на специфичность p53 
и активацию соответствующих генов-мише-
ней  [17]. Например, обратимое окисление 
Cys277 p53 способствует активации другого на-
бора генов [17]. В современных представлениях 
о процессах редокс-регуляции  p53 ещё много 
пробелов, это требует дальнейших исследова-
ний. Однако не вызывает сомнений, что регу-
ляция этих процессов идёт с участием антиок-
сидантной системы клетки. Мы предположили, 
что Prdx6, будучи важнейшим ферментом-ан-
тиоксидантом, может играть важную роль в 
регуляции р53. В данной работе впервые пока-
зано, что при суперэкспрессии PRDX6 наблю-
дается существенное подавление онкосупрес-
сора  p53, что может являться новым важным 
молекулярным механизмом канцерогенного 
действия пероксиредоксинов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение генно-инженерной конструк-
ции. Ген пероксиредоксина  6 (PRDX6) мыши 
был получен с помощью ПЦР, в которой 
использовали высокоточную ДНК-поли-
меразу Tersus («Евроген», Россия), ген-
специфические олигонуклеотиды: прямой 
5ʹ-TGCCCTCGAGCCCGGAGGGTTGCTTCT
CG-3ʹ (XhoI), обратный 5ʹ-CAAAGGTACCAGG
CTGGGGTGTATAACGGAG-3ʹ (KpnI) («Ев-
роген») и кДНК мыши, полученную с по-
мощью набора MMLV  RT kit («Евроген») из 
тотальной РНК, выделенной с помощью ре-
агента ExtractRNA («Евроген») из клеток эм-
бриональных фибробластов мыши  3Т3. Ус-
ловия ПЦР и процедура клонирования была 
подробно описана нами ранее для изоформы 
PRDX6 человека  [20]. Полученный ген PRDX6 
мыши был клонирован по точкам XhoI и KpnI 
в эукариотический экспрессирующий вектор 
pTagGFP2-N («Евроген»), который кодирует 
химерный белок с зелёным флуоресцентным 
белком (GFP) на N-конце Prdx6. Точность ген-
но-инженерной конструкции (pTagGFP2-N-
PRDX6) подтверждали секвенированием.

Клеточная культура. Клетки эмбриональ-
ных фибробластов мыши Balb/c  – 3T3 (пре-

доставлены Лабораторией культур клеток и 
клеточной инженерии, ИБК РАН) высевали 
в культуральные флаконы  (25  см²) с плотно-
стью 1 × 106 клеток на флакон в среде DMEM 
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 10%  фе-
тальной телячьей сыворотки («Thermo Fisher 
Scientifi c», Великобритания) и смеси антибио-
тиков/антимикотиков («Sigma-Aldrich», США). 
Культивацию клеток проводили при 37  °C в 
атмосфере 5%  CO

2
. Для получения клеточной 

культуры с суперэкспрессией гена PRDX6 про-
водили трансфекцию клеток 3Т3 (~107 клеток) 
плазмидой pTagGFP2-N-PRDX6 с помощью 
реагента Lipofectamin  3000 («Thermo Fisher 
Scientifi c», США), следуя инструкции произ-
водителя. Трансфецированные клетки  3Т3 
культивировали в присутствии генетицина (G-
418, «Gibco», США), устойчивость к которому 
несёт плазмида pTagGFP2-N-PRDX6. В  даль-
нейших экспериментах использовали клетки 
3–5 пассажа.

Облучение клеток. Клеточные культуры 
(нормальные и трансфецированные) подвер-
гались воздействию рентгеновского излучения 
при комнатной температуре на терапевтиче-
ском рентгеновском аппарате  РУТ-15 («Мос-
рентген», Россия) при мощности дозы 4  Гр/
мин (фокусное расстояние 8,5  см, ток 20  мА, 
напряжение 200  кВ), полулетальной дозой 
16 Гр, которая была определена нами ранее для 
этой клеточной культуры [21].

Оценка жизнеспособности клеток. Клет-
ки  3Т3 (нормальные и трансфецирован-
ные) в 96-луночных планшетах (из расчёта 
1 × 104 клеток на лунку) подвергали облучению 
16  Гр и затем культивировали при 37  °C в ат-
мосфере 5% CO

2
 в течение 24 ч. Монослой кле-

ток трижды отмывали 1× PBS (1,7 мМ KH
2
PO

4
, 

5,2 мМ Na
2
HPO

4
, 150 мМ NaCl, рН 7,4) и затем 

окрашивали в течение 10 мин 0,05%-ным кри-
сталлическим фиолетовым («Sigma-Aldrich», 
США), лунки тщательно промывали проточ-
ной дистиллированной водой, и в каждую 
лунку добавляли по 100 мкл 1%-ного додецил-
сульфата натрия  (Ds-Na). Поглощение изме-
ряли через 10 мин при 546 нм на планшетном 
спектрофотометре Titertek Multiscan MCC/340 
(«Flow Laboratories», Финляндия) [22].

Экспрессия генов. Уровень экспрессии ге-
нов в клетках 3Т3 определяли с помощью ПЦР 
в реальном времени с этапом обратной тран-
скрипции. Общую РНК из клеточных культур 
выделяли с помощью реактива ExtractRNA 
(«Евроген») и обрабатывали термоинактивиру-
емой ДНКазой I (RQ1, «Promega», США). Для 
обратной транскрипции использовали набор 
MMLV  RT («Евроген»). Полученную кДНК 
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использовали в ПЦР с ген-специфическими 
олигонуклеотидами (таблица в  Приложении). 
ПЦР в реальном времени проводили в ам-
плификаторе DTprime  4 («ДНК-Технология», 
Россия) c использованием HS-Taq ДНК-поли-
меразы («Евроген»). Условия ПЦР были под-
робно описаны нами ранее [21]. Оценку изме-
нения экспрессии генов проводили по методу 
2^-ddCt [23].

Определение пероксидазной активности 
клеточных лизатов. Нормальные и трансфеци-
рованные клетки 3Т3 (~108) собирали с куль-
туральных флаконов. Осадок клеток ресуспен-
дировали в 1× PBS и подвергали разрушению 
с помощью ультразвука на установке УЗДН-2Т 
(«У-РосПрибор», Россия) на льду. Образцы 
клеточных лизатов нормировали по концен-
трации белка (~2  мг/мл). Пероксидазную ак-
тивность клеточных лизатов определяли по 
описанной ранее методике [24].

Определение редокс-статуса клеток. 
Уровень внутриклеточных АФК в клет-
ках оценивали с помощью 6-карбокси-
2',7'-дихлордигидрофлуоресцеин диацетата 
(карбокси-H2DCFDA, «Invitrogen», США). 
Карбокси-H2DCFDA является нефлуоресци-
рующей молекулой, которая эффективно про-
никает в живые клетки. После отщепления от 
карбокси-H2DCFDA ацетатных и эфирных 
групп внутриклеточными эстеразами и после-
дующего окисления внутриклеточными  АФК 
образуется флуоресцирующий зелёным цве-
том 2',7'-дихлорофлуоресцеин  (DCF). Интен-
сивность флуоресценции  DCF пропорцио-
нальна уровню АФК в клетке  [25]. Стоковый 
раствор 2,5 мМ карбокси-H2DCFDA готовили 
перед экспериментом в диметилсульфоксиде 
(«Applichem», Германия). Клетки  3T3 (нор-
мальные и трансфецированные) предвари-
тельно культивировали в течение 24 ч в 96-лу-
ночном планшете (2,5 × 104 клеток на лунку в 
100  мкл среды  DMEM), промывали 1×  PBS и 
обрабатывали свежеприготовленным раство-
ром  DMEM с обеднённой фетальной сыво-
роткой  (2%) и 2,5  мкМ карбокси-H2DCFDA. 
Клетки инкубировали с карбокси-H2DCFDA 
в темноте в течение 1 ч, затем клетки облучали 
полулетальной дозой рентгеновского излуче-
ния (16  Гр). После облучения клеток измеря-
ли флуоресценцию (λ  возбуждения  – 480  нм, 
λ  эмиссии  – 530  нм) в культуре клеток с ис-
пользованием планшетного ридера Infi nite 200 
(«Tecan», Австрия) по описанной ранее мето-
дике [26]. Сигнал флуоресценции до облучения 
клеток 3Т3 использовали в качестве контроля. 
Фоновый сигнал культуральной среды DMEM 
до и после облучения клеток вычитали из со-

ответствующих сигналов образцов клеточных 
культур.

Электрофорез белков и иммунноблоттинг. 
Получение белковых образцов, электрофорез 
в 10%-ном Ds-Na-ПААГ, перенос белков на 
нитроцеллюлозную мембрану («Amersham», 
США) и иммуноблот проводили по протоко-
лам, описанным ранее  [27]. В  работе в каче-
стве первичных были использованы кроличьи 
поликлональные антитела (титр 1 : 10 000) про-
тив Prdx6 (ИБК РАН), поликлональные анти-
тела (титр 1 : 5000) кролика против белка GFP 
(«Евроген»), моноклональные антитела (титр 
1 : 3000) против общего p53 и каспазы-3 («Cell 
Signaling Technology», США). Нормирование 
данных проводили по уровню цитоскелетного 
β-актина с помощью соответствующих анти-
тел (титр 1 : 3000) к β-Act («Agrisera», Швеция). 
В качестве вторичных использовали антитела 
(титр 1  :  5000) к иммуноглобулинам кроли-
ка, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(«ИМТЭК», Россия). Детекцию проводили с 
помощью набора для хемилюминисцентной 
детекции Novex  ECL («Invitrogen») на уста-
новке iBright Imaging Systems («Thermo Fisher 
Scientifi c», США).

Микроскопия клеток. Клетки  3Т3 куль-
тивировали в 8-луночных ячейках (~104  кле-
ток на лунку) для конфокальной микроско-
пии Nunc Lab-Tek («Thermo Fisher Scientifi c», 
США). После культивации клетки 3Т3 трижды 
промывали 1×  PBS, фиксировали с помощью 
4%-ного раствора формальдегида  (30  мин), 
проводили пермеабилизацию 0,2% (w/v) Triton 
X-100 (10 мин). Затем добавляли раствор бро-
мистого этидия (1 мг/мл), инкубировали с ним 
в течение 5  мин и промывали 3  раза 1×  PBS. 
Микроскопический анализ проводили с ис-
пользованием микроскопа Leica TCS SP-5 и 
программного обеспечения Leica Application 
Suite X CMS GmbH («Lieca», Германия). Ана-
лизировали не менее 5  оптических полей в 
каж дой ячейке.

Статистический анализ выполняли c ис-
пользованием программы Microsoft Offi  ce 
Excel  2016 («Microsoft», США) и SigmaPlot11 
(«Systat Software Inc.», США). Результаты вы-
ражали как среднее значение  ±  стандартное 
отклонение  (SD). Для оценки нормальности 
распределений использовали критерий χ2 Пир-
сона. Внутригрупповые статистические разли-
чия определялись с помощью одностороннего 
анализа ANOVA, а статистическая значимость 
между отдельными экспериментальными 
группами определялась с помощью непарного 
t-критерия Стьюдента. Значение p < 0,05 при-
нимали статистически достоверным.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Трансфекция эмбриональных фибро-
бластов мыши  3Т3 плазмидой pTag-GFPN2-
PRDX6 приводила к росту уровня мРНК гена 
PRDX6 в 4–6 раз, а уровень белка Prdx6, в том 
числе в составе гибридной молекулы GFP–
Prdx6, увеличивался в 3–4  раза (рис 1,  а  и  б), 
т.е.  наблюдался синтез как собственного 
Prdx6 клетки, так и в составе химерной моле-
кулы. Химерный белок Prdx6–GFP был об-
наружен во всех компартментах клетки, в том 
числе в ядре клетки (рис 1, в–е), что коррели-
рует с известными данными для нормального 
Prdx6 [5, 6].

Пероксиредоксины являются важным эле-
ментом регуляции редокс-гомеостаза клет-
ки [5], а изменения уровня этих ферментов (как 
снижение, так и повышение) оказывает значи-
тельное влияние на многие физиологические 
процессы клетки [28, 29]. Показано, что гипер-
продукция Prdx1–6 приводит к повышению 
устойчивости клеток к окислительным факто-

рам, росту их пролиферативной активности и 
подавлению апоптоза [6, 30]. Наши исследова-
ния также показали, что гиперпродукция Prdx6 
приводит к росту радиорезистентности транс-
фецированных клеток 3Т3 (рис. 2, а).

В нормальных условиях трансфецирован-
ные клетки  3Т3 (с суперэкспрессией PRDX6) 
по сравнению с обычными делились на ~25% 
чаще  (рис.  2,  а), что коррелировало с ростом 
уровня маркера пролиферации  –  MKI67 в 
2–3  раза  (таблица). При действии рентгенов-
ского излучения в дозе 16  Гр выживаемость 
трансфецированных клеток возрастала на 15–
20% по сравнению с контрольными (рис. 2, а). 
Повышенная радиорезистентность клеток с 
суперэкспрессией  PRDX6, по-видимому, свя-
зана с ростом их антиоксидантного статуса. 
Оценка пероксидазной активности клеточных 
лизатов клеток  3Т3 (нормальных и трансфе-
цированных pTagGFP2-N-PRDX6) показала, 
что рост уровня эндогенного Prdx6 в 3–4  раза 
приводил к увеличению пероксидазной актив-
ности клеточного лизата на 20–50% (рис. 2, б). 

Рис. 1. Экспрессия PRDX6 в обычных  (–) и трансфецированных  (+) клетках  3Т3. а  –  Уровень мРНК гена PRDX6. 
б – Уровень белка Prdx6. Химерный белок Prdx6–GFP молекулярной массой ~55 кДа идентифицируется антителами 
против GFP и поликлональными антителами к Prdx6. # Представлено суммарное значение уровня Prdx6 (эндогенного 
~27 кДа, IgG anti-Prdx6) и в составе химерного белка Prdx6–GFP (~55 кДа, IgG anti-GFP). Изменения статистически 
значимы, * p  <  0,05. Конфокальная микроскопия клеток  3Т3, трансфецированных плазмидой pTag-GFPN2-PRDX6: 
в – фазовый контраст; г – окраска этидиум бромидом (канал TexasRed); д – флуоресценция химерного белка Prdx6–
GFP (канал FAM); е – наложение каналов TexasRed и FAM
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Рис. 2. Влияние суперэкспрессии PRDX6 на физиологию клеток 3Т3. а – Жизнеспособность обычных (–) и трансфе-
цированных (+) клеток 3Т3 в нормальных условиях (0 Гр) и при действии рентгеновского излучения (16 Гр). Значения 
статистически значимы (p < 0,05) относительно контроля 0 Гр (*) и клеток после облучения 16 Гр (#). б – Оценка перок-
сидазной активности лизатов исходных клеток 3Т3 и трансфецированных плазмидой pTag-GFPN2-PRDX6 при отсут-
ствии и в присутствии восстановителей (ДТТ – дитиотреитол, GSH – глутатион); n = 5; *p < 0,05, #p < 0,05. в – Уровень 
внутриклеточных АФК в обычных и трансфецированных клетках 3Т3, с повышенным уровнем Prdx6; n = 3; *p < 0,01, 
#p < 0,05

Рис. 3. Изменение уровня мРНК TP53 и CASP3 (а), белков p53 и каспазы-3 (б) в нормальных условиях (0 Гр) и спустя 
3 ч после облучения (16 Гр) в обычных (–) и трансфецированных (+) клетках 3Т3. Данные нормированы относительно 
мРНК (ACTB) и белка цитоскелетного β-актина; *p < 0,05, **p < 0,01

Кроме того, трансфецированные клетки спу-
стя 4  ч после облучения дозой 16  Гр имели на 
20–30% меньший уровень внутриклеточных 
АФК (рис. 2, в), а также сниженную индукцию 
некоторых генов (NFE2L2, SOD1, PRDX1) анти-
оксидантного ответа (таблица) по сравнению с 
обычными клетками 3Т3.

Важно отметить, что суперэкспрессия 
PRDX6 влияла не только на антиоксидантный 
статус клеток, но также и на сигнально-регуля-
торные процессы клетки. По-видимому, внут-
риядерная локализация Prdx6–GFP (рис. 1, е) 
позволяла ему не только участвовать в защи-
те геномной ДНК (наряду с другими фермен-
тами-антиоксидантами) от повреждающего 

действия АФК, но и оказывать влияние на ак-
тивность важнейших редокс-чувствительных 
транскрипционных факторов. Исследования 
показали, что рост уровня эндогенного  Prdx6 
приводил к существенному снижению уров-
ня маркеров апоптоза: каспазы-3 (в 4–5 раз) и 
p53 (в 6–8 раз) (рис. 3). Известно, что сниже-
ние уровня p53 или его активности (вследствие 
мутаций) приводят к подавлению апоптоза и 
онкотрансформации клеток [31].

Известно, что основным механизмом ак-
тивации  p53 является повреждение геномной 
ДНК с последующей активацией комплекса 
MRN (Mre11, Rad50, Nbs1) и ключевой ре-
докс-чувствительной киназы  ATM (Ataxia 
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Изменение экспрессии некоторых маркерных генов в обычных и трансфецированных клетках 3Т3, спустя 3 и 6 ч после 
облучения

Ф
ун

к
ц

и
я

Гены 3Т3
3Т3

(pTagGFP-PRDX6)

Доза/ 0 Гр 16 Гр 16 Гр 0 Гр 16 Гр 16 Гр

Время – 3 ч 6 ч – 3 ч 6 ч

В
о

сп
ал

ен
и

е,
 

п
р

о
л

и
ф

ер
ац

и
я

, 
ап

о
п

то
з

HIF1A 1 1,5 1,7 2,8* 2,0 3,5*

RELA 1 0,8 12* 3,2* 2,4 15*

IL6 1 0,9 5,4* 2,1 3,3 7,5*

MKI67 1 0,3 0,6 2,5* 2,6* 3,2*

cJUN 1 1,2 1,8 0,5* 0,9 1,5

TP53 1 0,8 6,2* 0,1*# 0,2# 0,6#

CASP3 1 1,5 10,7* 0,2*# 0,6# 3,5#

А
н

ти
о

к
си

д
ан

тн
ы

й
 о

тв
ет

NFE2L2 1 0,7 6,5* 0,5 0,8 1,5#

SOD1 1 4,9* 10,3* 1 2,4 4,5

SOD3 1 5,5* 3,2 1 3,6 15,5*#

CAT 1 2,5 2,2 0,8 2,7 2,5

PRDX1 1 2,9* 10,9* 1,6 1,7 4,3*#

PRDX6 1 4,6* 7,4* 5,3* 5,7* 6,5*

Р
еп

ар
ац

и
я

 Д
Н

К

OGG1 1 3,1* 30* 0,6 1,5 5,5*#

LIG4 1 3,5* 18* 1 2 5,1*#

APEX1 1 4,5* 8,7* 1 2,1 2,5#

XRCC4 1 2,2 3,5* 1,3 1,7 2,6

XRCC5 1 3,7* 7,8* 1,1 2,2 4,3#

Примечание. HIF1A  – ген HIF-1α; RELA  –  ген, кодирующий p65-субъединицу NF-κB; IL6  – ген интерлейкина  6; 
MKI67 – ген маркера пролиферации Ki-67; cJUN – ген, кодирующий Jun-субъединицу AP-1; TP53 – ген, кодирующий 
белок p53; CASP3 – ген эффекторной каспазы-3; NFE2L2 – ген Nrf2; SOD1 и SOD3 – гены, кодирующие супероксид-
дисмутазы 1 и 3 соотоветственно; CAT – ген каталазы; PRDX1 и PRDX6 – гены пероксиредоксина 1 и 6 соответственно; 
OGG1  – ген, кодирующий 8-оксогуанин-ДНК-N-гликозилазу; LIG4  – ген ДНК-лигазы  4; APEX1  – ген апуриновой/
апиримидиновой эндонуклеазы 1; XRCC4 и XRCC5 – гены, кодирующие белки Ku70 и Ku80, участвующие в репарации 
двуцепочечных разрывов ДНК (X-ray repair cross complementing). Представлены средние значения (SD ± 10%) измене-
ний экспрессии генов относительно уровня в обычных клетках 3Т3 при нормальных условиях; * p < 0,05 – изменения 
статистически значимы относительно контроля 0 Гр; #p < 0,05 – изменения статистически значимы относительно нор-
мальных клеток 3Т3 после облучения (16 Гр).

Telangiectasia Mutated)  [32]. По всей видимо-
сти, избыток эндогенного Prdx6 в 3–4  раза 
способен понижать уровень АФК-опосредо-
ванных повреждений геномной  ДНК. В  част-
ности, это проявлялось в снижении индукции 
генов репарации ДНК после облучения кле-
ток, особенно это заметно спустя 6 ч после об-
лучения (например, для гена  OGG1 показано 
уменьшение индукции почти в 6 раз), что сви-

детельствует о снижении уровня повреждения 
геномной ДНК в трансфецированных клет-
ках (таблица). Обнаруженный ранее факт, что 
экспрессия гена  TP53 активируется с ростом 
АФК [18], также подтверждается полученными 
нами результатами. Обнаружено, что гипер-
продукция Prdx6 снижала уровень внутрикле-
точных АФК на 30–40% (рис.  2,  в), что кор-
релирует со снижением индукции  p53 после 
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облучения (рис.  3,  б) примерно на те же  30%. 
Следовательно, активная элиминация внут-
риклеточных пероксидов химерным белком 
Prdx6–GFP также может снижать индукцию 
экспрессии TP53.

Как упоминалось ранее, p53 подвержен 
посттрансляционной редокс-регуляции, в ко-
торой ферменты-антиоксиданты могут уча-
ствовать в качестве редокс-реле  [4, 9, 19]. Ра-
нее было показано, что транскрипционная 
активность  p53 зависит от системы тиоредок-
синов (TrxR1/Trx)  – важнейших регуляторов 
редокс-гомеостаза  [33], которые препятству-
ют окислению и S-глутатионилированию  р53 
(Cys124, Cys141 и  Cys182), тем самым сохра-

няя его ДНК-связывающую способность [34]. 
По-видимому, пероксиредоксины аналогич-
ным образом могут оказывать влияние на ре-
докс-статус p53, непосредственно взаимодей-
ствуя с окисленной формой  p53 по принципу 
редокс-реле (рис. 4, б). Ранее для олигомерной 
формы  Prdx1 было показано прямое воздей-
ствие (по-видимому, в качестве шаперона) 
с  p53  [35], а также киназами MST-1 и c-Abl, 
участвующих в регуляции активности  p53. 
Учитывая консервативную трёхмерную струк-
туру пероксиредоксинов  [36], нельзя исклю-
чать подобного взаимодействия Prdx6 и  p53, 
что может стать предметом дальнейших ис-
следований. Кроме того, активация р53 может 

Рис. 4. Гипотетическая схема регуляции уровня p53 с участием эндогенного Prdx6 в условиях окислительного стресса, 
вызванного ионизирующим излучением. а – Влияние Prdx6 на уровень эндогенных АФК; б – регуляция редокс-статуса 
сигнально-регуляторных белков с участием Prdx6 (редокс-реле); в – многие киназы оказывают перекрёстное влияние 
на различные транскрипционные факторы; г – Prdx6 подавляет АФК-опосредованную активацию p53, AP-1 и Nrf2 и в 
то же время вызывает активацию NF-κB и HIF-1α, что в конечном счёте приводит к снижению уровня апоптоза и сти-
муляции клеточной пролиферации
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происходить благодаря киназе JNK [37], функ-
ционирование которой, в свою очередь, мо-
гут контролировать пероксиредоксины через 
взаимодействие с вышележащей редокс-чув-
ствительной киназой ASK-1 [38, 39] (рис. 4, б). 
Интересно, что в некоторых случаях рост 
уровня p53 приводит к усилению окислитель-
ного стресса из-за подавления экспрессии 
некоторых генов антиоксидантного ответа. 
Например, было показано, что p53 подавляет 
экспрессию MnSOD [40]. Таким образом, по-
давление  p53 может вносить положительный 
вклад в антиоксидантную защиту клетки. При 
этом функционирование Prdx как редокс-ре-
ле может быть решающей в регуляции уровня 
p53 и его активности  (рис.  4). По-видимому, 
рост пролиферативной активности и радио-
резистентности клеток  3Т3 с гиперпродукци-
ей  Prdx6 может быть обусловлен снижением 
уровня транскрипционного фактора  p53 и 
подавлением апоптоза у трансфецированных 
клеток 3Т3 после облучения (рис. 4).

Следует отметить, что уровень p53 регули-
руется не только АФК и различными киназа-
ми, но также и другими транскрипционными 
факторами.

Nrf2. Известно, что гиперпродукция Prdx6 
способна подавлять в 2–4  раза экспрессию 
главного регулятора антиоксидантного от-
вета  – транскрипционного фактора  Nrf2 
(NFE2L2)  [41]. Этот факт подтверждён и в 
наших экспериментах как в нормальных ус-
ловиях (0  Гр), так и после облучения (16  Гр), 
особенно заметно  – спустя 6  ч после облуче-
ния (таблица). Известно, что транскрипцион-
ная активность Nrf2 в клетке контролируется с 
помощью АФК. В  нормальных условиях одна 
молекула Nrf2 находится в комплексе с дву-
мя молекулами ингибитора Keap1 (Kelch-like 
ECH-associated protein  1), который подверга-
ется убиквитинированию и быстрой дегра-
дации в протеасомах. С  ростом уровня  АФК 
остатки цистеинов молекул Keap1 окисляют-
ся, что приводит к диссоциации комплекса 
Keap1–Nrf2, транслокации Nrf2 в ядро клетки 
и последующей активацией целевых генов [42]. 
По-видимому, с ростом уровня  Prdx6 падает 
концентрация внутриклеточных АФК, и акти-
вация Nrf2 существенно снижается (таблица). 
Кроме того, подавляющее действие на уровень 
Nrf2 оказывает рост NF-κB  [43] и снижение 
уровня p53 [44].

NF-κB. С ростом количества Prdx6 в клетке 
наблюдается рост экспрессии NF-κB (RELA) в 
2–3  раза  (таблица). Увеличение уровня NF-
κB под действием экзогенного Prdx6, которое 
обусловлено стимуляцией  TLR4, было пока-

зано нами ранее  [21]. Механизмы индукции 
NF-κB при увеличении эндогенного Prdx6 на 
сегодняшний день не ясны. Возможно, Prdx6 
участвует в АФК-опосредованной стимуляции 
редокс-чувствительных киназ ATM и  NEMO 
(NF-κB Essential Modulator)  [45], которые ак-
тивируют IκB-киназы  (IKK). В  свою очередь, 
IKK фосфорилируют ингибитор IκB  [46], 
способствуя высвобождению NF-κB из ком-
плекса с IκB и запуску транскрипции целевых 
генов  (рис.  4,  б). Рост уровня NF-κB оказы-
вает подавляющее действие на p53  [47]. Нега-
тивный регулятор p53  – E3-убиквитинлигаза 
MDM2 (Mouse double minute 2 homolog) явля-
ется геном-мишенью как самого  p53 (обеспе-
чивая регуляцию по принципу отрицательной 
обратной связи), так и NF-κB. С ростом уров-
ня NF-κB возрастает продукция  MDM2, что 
способствует снижению p53 [48].

HIF-1. Гиперпродукция Prdx6 также при-
водит к росту (в 2–3 раза) экспрессии HIF1A. 
Транскрипционный фактор HIF-1, имеющий 
более 800 генов-мишеней, является важней-
шим регулятором клеточных процессов в усло-
виях гипоксии, окислительного стресса, а так-
же он играет важную роль в канцерогенезе [49]. 
Недавно был показан АФК-опосредованный 
механизм регуляции транскрипционной ак-
тивности HIF-1 через редокс-чувствительный 
белок Ref-1 (redox eff ector factor-1) [50]. По-ви-
димому, аналогичным образом может действо-
вать Prdx6. Интересно отметить, что HIF-1, на-
ряду с Nrf2, NF-κB и C/EBPβ, участвует, в свою 
очередь, в регуляции экспрессии  PRDX6  [51]. 
При этом для некоторых изоформ пероксире-
доксинов (PRDX2, PRDX4) показано влияние 
на транскрипционную активность HIF-1α по 
принципу отрицательной обратной связи [52]. 
Важно отметить, что HIF-1 подавляет p53 (че-
рез тиразиназу TYR-2), тем самым предотвра-
щая апоптоз, вызванный ионизирующим из-
лучением [53].

AP-1 участвует в регулировании процессов 
клеточного роста, дифференцировки и апоп-
тоза. AP-1 представляет из себя гомо- и гетеро-
димеры двух семейств белков: Jun (c-Jun, JunB, 
JunD) и  Fos (c-Fos, Fra-1, Fra-2, FosB). Экс-
прессия Jun и Fos может индуцироваться раз-
личными факторами, в том числе АФК. Кроме 
того, АФК оказывают влияние на активность 
AP-1 через окисление остатков цистеина как 
в самих субъединицах Jun и Fos, так и в про-
теинкиназах (PTK, PKС, MAPK), которые 
активируются при окислении и модулируют 
функционирование AP-1  [54]. По-видимому, 
гиперпродукция  Prdx6 снижает уровень внут-
риклеточных АФК, тем самым предотвра-
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щает индукцию AP-1  (cJUN)  (таблица) и его 
активацию вышестоящими киназами ASK-1 
и JNK (рис. 4). Показано, что активность AP-1 
регулируется белками редокс-реле: тиоредок-
сином  1  (Trx1) и редокс-эффекторным фак-
тором (Ref-1) через реакции тиол-дисульфид-
ного обмена [55]. По-видимому, аналогичным 
образом может действовать  Prdx6. Интересно 
также отметить, что AP-1 в комплексе с NF-
κB и Myc/Max участвует в активации экспрес-
сии TP53 [56].

Таким образом, регуляция уровня p53 при 
суперэкспрессии  PRDX6 может происходить 
с участием различных сигнальных каскадов 
клетки. Несмотря на то что транскрипционные 
факторы p53, NF-κB, Nrf2, HIF-1 и AP-1 влия-
ют на различные процессы клетки, они зача-
стую активируются одними и теми же стимула-
ми. Во  многих исследованиях было показано, 
что эти транскрипционные факторы могут как 
взаимно подавлять [2], так и активировать друг 
друга  [57]. По-видимому, в зависимости от 
физиологического состояния клетки и уровня 
внутриклеточных  АФК осуществляется регу-
ляция внутриклеточной сигнализации, а опре-
деляющим фактором могут служить именно 
пероксиредоксины, функционирующие в сиг-
нальных каскадах в качестве редокс-реле.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые показано, что антиапоптотиче-
ское действие гиперпродукции  Prdx6 может 
быть обусловлено подавлением онкосупрессо-
ра p53. Предложены молекулярные механизмы 
угнетения p53 при повышенном уровне Prdx6, 
которые требуют дальнейших детальных экс-
периментальных исследований. Влияние Prdx6 
на уровень  p53 может осуществляться на не-
скольких уровнях редокс-сигнализации, вклю-
чая контроль концентрации гидропероксидов, 

а также регуляцию окисления сигнальных ки-
наз/фосфатаз и транскрипционных факторов 
по принципу редокс-реле. Несомненно, для 
сохранения нормальной физиологии клет-
ки уровень эндогенных пероксиредоксинов 
должен находиться на оптимальном уровне, а 
экспрессия генов PRDX1–6 строго контроли-
роваться, обеспечивая соразмерный ответ на 
изменение концентрации АФК в клетке и вне-
клеточном пространстве [5]. Есть веские осно-
вания полагать, что дальнейшие исследования 
роли пероксиредоксинов в регуляции актив-
ности  p53 смогут помочь в разработке новых 
эффективных методов терапии рака [6].
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EFFECT OF PEROXIREDOXIN 6 
ON p53 TRANSCRIPTION FACTOR LEVEL

M. G. Sharapov*, R. G. Goncharov, S. B. Parfenyuk, and O. V. Glushkova

Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, 
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; E-mail: sharapov.mg@yandex.ru

Peroxiredoxin 6 (Prdx6) is an important antioxidant enzyme with multiple functions in the cell. Prdx6 
neutralizes a wide range of hydroperoxides, participates in phospholipid metabolism and cell membrane repair, 
and in the transmission of intracellular and intercellular signals. Disruption of normal Prdx6 expression in the 
cell leads to the development of pathological conditions. A decrease in Prdx6 concentration leads to an increase 
in oxidative damage to the cell. At the same time, hyperproduction of Prdx6 is associated with an increase in 
antioxidant status, suppression of apoptosis and carcinogenesis. Currently, the mechanisms of carcinogenic 
action of peroxiredoxins are not well understood. In this work we found that a 3-4-fold increase in Prdx6 
production in mouse embryonic fi broblast 3T3 cells leads to a 4-5-fold decrease in the level of oncosuppressor 
p53. At the same time, hyperproduction of Prdx6 leads to increased expression of RELA and HIF1A, which 
have oncogenic eff ects. A 3-4-fold increase in intracellular Prdx6 increases the intensity of cell proliferation 
by 20-30%, promotes an increase in antioxidant activity by 30-50%, and increases the radioresistance of 
transfected 3T3 cells by 30-40%. The growth of intranuclear Prdx6 leads to a decrease in the expression of 
DNA repair genes in response to radiation, indicating a decrease in genomic DNA damage. This work discusses 
possible molecular mechanisms of p53 suppression during Prdx6 hyperproduction, which may fi nd application 
in the development of new cancer therapy approaches.

Keywords: peroxiredoxin 6, p53, cell death, cell proliferation, oxidative stress, ionizing radiation
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Астроциты являются наиболее распространенным типом глиальных клеток, которые обеспечивают 
гомеостаз и защиту центральной нервной системы. Важной специфической характеристикой астро-
цитов является проявление морфологической неоднородности, находящейся в прямой зависимости 
от локализации в той или иной области мозга. Астроциты могут интегрироваться в нейронные сети 
и поддерживать активность нейронов в различных областях мозга. Более того, астроциты экспресси-
руют множество рецепторов, каналов и мембранных переносчиков, что лежит в основе их своеобраз-
ной метаболической активности, которая определяет пластичность центральной нервной системы 
в процессе развития и старения. Столь сложная структурно-функциональная организация астроци-
тов обусловливает использование современных методов их идентификации и анализа. Учитывая то 
важное обстоятельство, что определение наиболее подходящего маркера для полиморфных и множе-
ственных подгрупп астроцитов имеет решающее значение для исследования их многофункциональ-
ности, в этом обзоре представлены маркеры, современные методы визуализации и идентификации 
астроцитов, которые представляют собой ценный ресурс для изучения структурных и функциональ-
ных свойств астроцитов, а также лучшего понимания степени вклада астроцитов в нейрональную 
активность.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: астроциты, маркеры, методы визуализации, микроРНК, оптогенетика.

DOI: 10.31857/S0320972522070119, EDN: AWCKOQ

Принятые сокращения: AQP4  –  аквапорин  4; CaM  –  кальмодулин; CB1  –  каннабиноидные рецепторы типа  1; 
ChR2 – канальный родопсин 2; Сх – коннексин; EGFP – усиленный зеленый флуоресцентный белок; FACS – флуорес-
центно-активированная сортировка клеток; GFP – зеленый флуоресцентный белок; GFAP – глиальный фибриллярный 
кислый белок; GPCR – рецепторы, связанные с G-белком; GPR56 – рецептор 56, связанный с G-белком; GS – глу-
таминсинтетаза; LCN2  –  липокалин-2; Mfge8  –  фактор роста эпидермальных клеток-8 из жировых глобул молока; 
NDRG2 – ген 2, регулируемый нижестоящим N-myc; NMDAR – рецептор N-метил-D-аспартата; TRP – канал потенци-
альных переходных рецепторов.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Астроциты долгое время считались вспо-
могательными клетками, которые обеспечи-

вают только трофическую, метаболическую 
и структурную поддержку нейронов  [1]. Од-
нако за последние три десятилетия обшир-
ные исследования показали, что они играют 
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решающую роль в физиологических и пато-
логических функциях мозга. Так, астроциты 
регулируют ионный гомеостаз, контролиру-
ют церебральный кровоток, способствуют 
образованию новых кровеносных сосудов, 
защищают нейроны от эксайтотоксического 
повреждения и гибели, способствуют образо-
ванию синапсов, участвуют в энергетическом 
метаболизме головного мозга и формировании 
гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) [2].

Более этого, вместе с пре- и постсинапти-
ческой мембранами астроциты образуют так 
называемый трехчастный синапс, тем самым 
обеспечивая эффективную синаптическую пе-
редачу  [3]. При этом астроциты секретируют 
глиотрансмиттеры, цитокины, метаболиты, 
которые участвуют в нейрон-астроглиальном 
сопряжении и глиоваскулярном контроле [4].

Интересно и то, что астроциты облада-
ют способностью модулировать фенотип ми-
кроглии и фагоцитоз за счет перекрестного 
взаи модействия астроцитов и микроглии. Это 
подразумевает высвобождение различных 
сигнальных молекул как микроглией, так и 
астроцитами, что позволяет устанавливать ау-
токринную обратную связь для направленной 
реципрокной модуляции при повреждении 
центральной нервной системы (ЦНС) [5].

В целом, астроциты являются крити-
чески важными участниками в развитии и 
функционировании головного мозга  [6]. Ак-
тивность астроцитов кодируется динамиче-
скими внутри- и межклеточными сигналами, 
которые регулируют синаптическую пластич-
ность, взаимодействие в нейронных цепях, 
а также способствуют консолидации памя-
ти  [7]. Внутриклеточные колебания уровня 
свободного Ca2+, представляющие собой 
важный аспект активности астроцитов, мо-
гут происходить спонтанно или в результате 
активации нейротрансмиттерами NMDAR 
(рецептор N-метил-D-аспартата, N-methyl-
D-aspartate receptors) и TRP (канал потен-
циальных переходных рецепторов, Transient 
receptor potential), а также рецепторов, свя-
занных с G-белком (GPCR, G-protein-coupled 
receptors)  [8]. Такая передача сигналов астро-
цитами посредством повышения цитозоль-
ного Ca2+ обеспечивает высвобождение 
глиотрансмиттеров, нейроваскулярное взаи-
модействие и пресинаптическое структурное 
ремоделирование  [9]. Недавно полученные 
данные  [10] демонстрируют, что астроглиаль-
ные каннабиноидные рецепторы типа 1 (CB1, 
type-1-cannabinoid) определяют доступность 
D-серина (агонист синаптических  NMDAR) 
в синапсах гиппокампа. Это демонстрирует, 

что астроглиальные рецепторы CB1 являют-
ся ключевыми детерминантами физиологи-
ческой консолидации памяти распознавания 
новых объектов в гиппокампе. Так, делеция 
гена  CB1 приводит к нарушению связывания 
D-серина с синаптическими NMDAR в гиппо-
кампе GFAP-CB1-нокаутных мышей, что со-
пряжено с нарушением памяти распознавания 
объектов, а также снижением долговремен-
ной потенциации в синапсах гиппокампа. Это 
подразумевает существование нового меха-
низма астроглиальной регуляции синаптиче-
ской пластичности посредством D-серин-за-
висимой регуляции NMDAR [10].

Необходимо также отметить, что особен-
ностью астроцитов является их неоднород-
ность с точки зрения экспрессии генов, мор-
фологии и функционального взаимодействия с 
локальными нейронными сетями [11]. Взаимо-
действие астроцитов с нейронами необходимо 
для реализации таких процессов, как фор-
мирование и функционирование синапсов, 
высвобождение и повторный захват нейроме-
диаторов, синтез нейротрофических факторов 
и контроль выживания нейронов. При этом 
важно отметить, что функциональная связь, 
существующая между астроцитами и нейро-
нами, в значительной степени сохраняется как 
во взрослом, так и стареющем головном моз-
ге здоровых животных, но подвергается суще-
ственным изменениям при развитии нейроде-
генеративных заболеваний [12].

Визуализация и идентификация астроци-
тов, особенно в препаратах in situ и в головном 
мозге in  vivo, является, безусловно, нетриви-
альной задачей. Трудности заключаются в зна-
чительной морфологической гетерогенности 
и в отсутствии универсального маркера, ко-
торый может маркировать все клетки астро-
глиальной природы. Существующие методы 
включают классическое гистологическое окра-
шивание и иммуноцитохимию (выполняемую 
на фиксированных тканях), генетически кон-
тролируемую экспрессию специфичных для 
астроцитов флуоресцентных маркеров, инку-
бацию с флуоресцентными зондами, а также 
внутриглиальную инъекцию флуоресцентных 
красителей.

В этой статье мы рассматриваем маркеры 
и современные методы визуализации и иден-
тификации астроцитов, характеризующихся 
полиморфизмом и многофункциональностью, 
что даст возможность расширить понимание 
степени вклада астроцитов в нейрональную ак-
тивность, модуляцию синаптической передачи 
и пластичности, а также двунаправленную ком-
муникацию между астроцитами и нейронами.
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РАЗНООБРАЗИЕ МАРКЕРОВ АСТРОЦИТОВ

До настоящего времени не существу-
ет универсального маркера, который может 
окрашивать и идентифицировать все астро-
циты в ЦНС, что обусловлено специфической 
морфологической гетерогенностью астроци-
тов, которая, в свою очередь, сопряжена со 
значительным разнообразием экспрессии раз-
личных молекул [13] (таблица).

Глиальный фибриллярный кислый белок 
(GFAP). Одним из наиболее популярных мар-
керов астроцитов является глиальный фибрил-
лярный кислый белок (GFAP)  –  основной 
белок промежуточных филаментов в зрелых 

астроцитах, а также важный компонент ци-
тоскелета астроцитов в период развития  [14]. 
Важно подчеркнуть, что GFAP, как особенно 
широко используемый астроцитарный маркер, 
преимущественно экспрессируется в астроци-
тах белого, а не серого вещества  [44]. Более 
того, GFAP не может маркировать все отрост-
ки астроцитов, поскольку до 85% астроцитар-
ных отростков его не содержат [45].

Примечательно, что в патофизиологиче-
ских условиях повышенная экспрессия GFAP 
является чувствительным и надежным марке-
ром реактивных астроцитов, тогда как в здо-
ровой ткани многие астроциты не экспресси-
руют GFAP в количествах, обнаруживаемых 

Маркеры астроцитов

Маркер
Функциональная 

роль белка
Экспрессия 

в клетке

Экспрессия 
в регионе 

мозга

Изменения 
в онтогенезе

Изменения 
при патологии

Ссылки

Глиальный 
фибрилляр-
ный кислый 
белок (GFAP)

белок промежуточных 
филаментов; обеспе-
чивает структурную 
стабильность клеток; 
регулирует морфо-
логию и функции 
астроцитов

зрелые астроциты, 
радиальная глия, 
нейральные стволо-
вые клетки

кора, гип-
покамп, 
миндале-
видное тело, 
гипоталамус, 
обонятель-
ная лукови-
ца, мозжечок

высокий 
уровень 
экспрес-
сии после 
рождения, 
который 
снижается 
по мере 
старения 
организма

высокий 
уровень 
экспрессии в 
реактивных 
астроцитах

[14–16]

S100β

поддержание гомеос-
таза Ca2+; регулирует 
пролиферацию и 
дифференцировку 
клеток; участвует в 
ремоделировании 
промежуточных фи-
ламентов астроцитов; 
биомаркер апоптоза

астроциты, глия 
Бергмана, олигоден-
дроциты, эпенди-
моциты, эпителий 
сосудистого сплете-
ния, эндотелиаль-
ные клетки сосу-
дов, лимфоциты, 
нейроны

кора, гип-
покамп, 
гипоталамус, 
миндале-
видное тело, 
мозжечок

уровень 
экспрессии 
увеличи-
вается в 
процессе 
онтогенеза

высокий 
уровень 
экспрессии в 
реактивных 
астроцитах

[17–19]

Транспор-
теры 
глутамата: 
EAAT-1 
(GLAST), 
EAAT-2 
(GLT-1)

астроглиальные 
специфические пере-
носчики глутамата; 
участвуют в клиренсе 
глутамата

EAAT-1 – радиаль-
ная глия, фиброз-
ные и протоплазма-
тические астроциты, 
глия Бергмана, глия 
Мюллера сетчатки; 
EAAT-2 – нейроны, 
глиальные клетки 
(олигодендроциты, 
эпендимные клетки, 
эпителиальные 
клетки хориоид-
ного сплетения, 
сателлитные клетки 
и шванновские 
клетки)

EAAT-
1 – мозже-
чок; EAAT-
2 – гип-
покамп, 
боковая 
перегородка, 
кора голов-
ного мозга, 
полосатое 
тело

уровень 
экспрессии 
увеличи-
вается в 
процессе 
онтогенеза

низкий уро-
вень экспрес-
сии

[20, 21]

Глутамин-
синтетаза 
(GS)

участвует в реакции 
образования глута-
мина из аммиака и 
глутамата 

радиальная глия, 
глия Бергмана, глия 
Мюллера сетчатки, 
астроциты, эпен-
димные клетки, 
олигоденроциты, 
нейроны

повсеместно 
присутствует 
в головном 
мозге

высокая 
активность, 
которая 
снижается 
по мере 
старения 
организма

активность 
снижается

[22, 23]



ГОРИНА и др.978

БИОХИМИЯ том 87 вып. 7 2022

Маркер
Функциональная 

роль белка
Экспрессия 

в клетке

Экспрессия 
в регионе 

мозга

Изменения 
в онтогенезе

Изменения 
при патологии

Ссылки

Виментин

промежуточный про-
теин филаментов, уча-
ствующий в регуляции 
клеточной диффе-
ренцировки, адгезии, 
миграции, передаче 
клеточных сигналов, в 
клеточном стрессовом 
ответе в дифференци-
рующихся клетках

астроциты, глия 
Бергмана, взрослые 
нервные стволовые 
клетки

кора голов-
ного мозга, 
мозжечок, 
гиппокамп

уровень 
экспрессии 
снижается 
в процессе 
онтогенеза

высокий 
уровень 
экспрессии 
в гипертро-
фированных 
астроцитах, 
реактивной 
микроглии, 
макрофагах

[24–26]

Аквапорин 4 
(AQP4)

белок, представитель 
семейства аквапо-
ринов, образующих 
водопроводящие 
каналы в клеточных 
мембранах; контроли-
рует гомеостаз воды 
и ионов; участвует в 
миграции астроцитов, 
проведении нервных 
сигналов

астроциты, эпенди-
моциты

гетерогенно 
экспресси-
руется по 
всей ЦНС; в 
наибольшей 
степени – в 
мозжечке; 
наименее 
выраже-
но – в 
гиппокам-
пе и коре 
головного 
мозга

уровень 
экспрессии 
увеличи-
вается в 
процессе 
онтогенеза

низкий уро-
вень экспрес-
сии

[27, 28]

Коннексины: 
Сх43, Сх30

организуют астроци-
тарные сети, которые 
координируют дея-
тельность локальных 
нейронных сетей, 
транспортируя глу-
тамат или глутамин; 
осуществляют трофи-
ческую функцию для 
нейронов, опосредуя 
доставку глюкозы и 
молочной кислоты

Cx30 избирательно 
экспрессируется в 
астроцитах серого 
вещества, Cx43 и 
Cx30 совместно 
экспрессируются в 
щелевых контактах 
астроцитов

кора, ги-
поталамус, 
таламус и 
гиппокамп

высокая 
актив-
ность Cx43 
как после 
рожде-
ния, так 
и по мере 
старения 
организма; 
активность 
Cx30 уве-
личивается 
в течение 
первых 3 не-
дель после 
рождения 
и достигает 
максимума 
через 4 не-
дели

высокий 
уровень 
экспрессии в 
реактивных 
астроцитах

[7, 29, 
30]

ALDH1L1
участвует в метаболиз-
ме фолиевой кислоты

астроциты, олиго-
дендроциты

широко экс-
прессируется 
по всему 
головному 
мозгу

уровень 
экспрессии 
снижается 
в процессе 
онтогенеза

высокий 
уровень 
экспрессии в 
реактивных 
астроцитах

[31–33]

Альдолаза C

фермент, участвую-
щий в гликолизе в 
астроцитах с обра-
зованием лактата, 
который является 
источником энергии 
для нейронов

астроциты, нейроны 
мозжечка (клетки 
Пуркинье)

мозжечок, 
кора

высокий 
уровень 
экспрес-
сии после 
рождения, 
который 
сохраняется 
в процессе 
онтогенеза

высокий уро-
вень экспре-
сии в клетках 
Пуркинье

[34–36]

SOX9

фактор транскрипции, 
играющий важную 
роль в транскрипции 
зрелых астроцитов и 
регуляции их функций

астроциты, нейро-
нальные клетки-
предшественники, 
эпендимные клетки

гиппокамп, 
обонятель-
ная лукови-
ца, мозжечок

уровень 
экспрессии 
не снижает-
ся по мере 
старения 
организма

высокий 
уровень 
экспрессии в 
реактивных 
астроцитах

[37, 38]

Таблица (продолжение)
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Маркер
Функциональная 

роль белка
Экспрессия 

в клетке

Экспрессия 
в регионе 

мозга

Изменения 
в онтогенезе

Изменения 
при патологии

Ссылки

CD44

трансмембранный 
гликопротеин, уча-
ствующий в адгезии 
между клетками и 
матриксом и в опосре-
дованной матриксом 
передаче сигналов

астроциты, оли-
годентроциты, 
нервные стволо-
вые клетки, глия 
Бергмана, нейроны 
Пуркинье

гиппокамп, 
кора, мозже-
чок

уровень 
экспрессии 
снижается 
в процессе 
онтогенеза

высокий 
уровень 
экспрессии в 
реактивных 
астроцитах

[39–41]

NDRG2

опухолевый супрессор 
и ген, связанный с 
клеточным стрессом, 
пролиферацией и 
дифференцировкой 
клеток

зрелые астроциты

кора, обо-
нятельная 
луковица, 
гиппокамп, 
средний мозг 
и таламус

уровень 
экспрессии 
повышается 
в процессе 
онтогенеза

высокий 
уровень 
экспрессии в 
реактивных 
астроцитах

[42, 43]

Типы глиальных клеток и маркеры для их визуализации. а – Радиальная глия – экспрессия GFAP [77], EAAT-1 [78], 
GS [77]; б – Глия Бергмана – экспрессия S100β [79], EAAT-1 [80], GS [81], Виментин [82], CD44 [41]; в – глия Мюллера – 
экспрессия EAAT-1 [83], GS [84]; г – Астроциты – экспрессия GFAP, S100β, EAAT-1, виментин, AQP4, ALDH1L1 [85], 
GS [86], Cx43 [87], Cx30 [88], Альдолаза С [89], SOX9 [37], NDRG2 [90]; д – Олигодендроциты – экспрессия S100β [56], 
EAAT-2  [91], GS  [92], ALDH1L1  [93], CD44  [94]; е  –  Эпендимоцит  –  экспрессия S100β  [95], EAAT-2  [96], GS  [77], 
AQP4 [97], SOX9 [98]; ж – СD44+ фиброзный астроцит [75]; з – СD44+ протоплазматический астроцит [75]

Таблица (окончание)
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иммуногистохимическим методом, что, в свою 
очередь, указывает на то, что отсутствие детек-
тируемого GFAP не позволяет сделать заклю-
чение об отсутствии астроцитов [16].

Интересен и тот факт, что астроциты в 
разных областях головного мозга могут де-
монстрировать выраженные различия в уров-
не экспрессии GFAP, а именно: в гиппокампе 
выявлен высокий уровень экспрессии данного 
маркера, тогда как в таламусе этого не наблю-
далось [14, 15].

Известно, что в здоровом мозге человека 
GFAP в основном экспрессируется в зрелых 
астроцитах  [14]. Однако, согласно экспери-
ментальным данным, экспрессия  GFAP на-
блюдалась в радиальной глии развивающегося 
человеческого мозга и в нейрональных ство-
ловых клетках взрослого мозга [15, 46], тем са-
мым указывая на то, что GFAP экспрессирует-
ся также в незрелых недифференцированных 
клетках ЦНС (рисунок).

Интересным является и то, что в ходе од-
ного из исследований  [47], целью которого 
было изучение клеток соматосенсорной коры 
и CA1 области гиппокампа мышей путем од-
ноклеточного секвенирования РНК (scRNA-
Seq), обнаружено 47  различных подклассов, 
включающих все известные основные типы 
клеток коры головного мозга. При этом астро-
циты принадлежали только к 2  подклассам, в 
один из которых входили астроциты, экспрес-
сирующие GFAP, а в другой – астроциты, экс-
прессирующие фактор роста эпидермальных 
клеток-8 из жировых глобул молока (Mfge8, 
milk fat globule-EGF-factor  8), что вновь ука-
зывает на ограниченное присутствие GFAP в 
значительной популяции астроглиальных кле-
ток. Кроме того, важно учитывать тот факт, 
что GFAP экспрессируется клетками ради-
альной глии (по  сути, стволовыми клетка-
ми ЦНС), поэтому идентификация этого мар-
кера в участках нейрогенеза не соответствует 
локализации зрелых астроцитов, что делает 
необходимым применение протоколов с ис-
пользованием альтернативных маркеров.

S100β. Гликопротеин S100β представляет 
собой Ca2+-связывающий белок, который ре-
гулирует пролиферацию клеток и их диффе-
ренцировку  [48]. В  астроцитах, полученных 
от S100β-нокаутных мышей, наблюдается вы-
раженное нарушение передачи сигналов Ca2+, 
что указывает на важную роль S100β в поддер-
жании гомеостаза Ca2+ в астроцитах [49].

Примечателен и тот факт, что S100β может 
участвовать в ремоделировании промежуточ-
ных филаментов астроцитов путем предот-
вращения избыточной полимеризации GFAP 

в присутствии микромолярных уровней Ca2+, 
что, в свою очередь, подтверждает идею о том, 
что промежуточные филаменты астроглиаль-
ных клеток представляют собой динамические 
структуры цитоскелета, а также о существова-
нии цитоплазматических факторов, участвую-
щих в регуляции процесса их сборки [50].

Известно, что астроциты синтезируют и 
экспрессируют S100β, который в зависимости 
от уровня экспрессии оказывает нейропро-
текторный или нейротоксический эффект, 
стимулирует пролиферацию астроглии, спо-
собствует ее реактивности в более высоких 
концентрациях, а также регулирует активацию 
микроглии в участках воспаления  [51]. Более 
того, согласно экспериментальным данным, 
S100β  является глиальным модулятором ней-
рональной синаптической пластичности и 
долговременной потенциации [52].

При патологических состояниях экспрес-
сия S100β существенно изменяется, поэтому, 
например, повышенные уровни этого белка в 
сыворотке и спинномозговой жидкости могут 
иметь определенное диагностическое значе-
ние в контексте повреждения клеток астрогли-
альной природы [53].

Использование S100β в качестве маркера 
астроцитов обусловлено его высоким уров-
нем экспрессии, особенно в периваскуляр-
ной астроглии. Так, двойное иммунофлуо-
ресцентное окрашивание с использованием 
S100β и GFAP показало, что только около 80% 
S100β-положительных клеток также были и 
GFAP-положительными, в то время как все 
GFAP-положительные клетки также экспрес-
сировали и S100β в гиппокампе мышей. При 
этом уровень экспрессии S100β у астроцитов 
был значимо больше, чем GFAP. Более того, 
GFAP-положительные клетки, экспрессиру-
ющие S100β, практически не отличались от 
GFAP-отрицательных по размеру, форме и 
иммунореактивности к S100β [54] (рисунок).

Более того, в ходе сравнительного анали-
за распределения и экспрессии трех марке-
ров астроцитов  – NDRG2, GFAP и S100β  – в 
коре, гиппокампе и таламусе установлено, что 
в отличие от GFAP-иммунопозитивных астро-
цитов, NDRG2- и S100β-экспрессирующие 
астроциты распределены более равномерно по 
всему головному мозгу. При этом высокий уро-
вень экспрессии NDRG2 и S100 β наблюдался 
в коре и таламусе, а GFAP – в гиппокампе [55].

В дополнение к этому S100β экспресси-
руется в астроцитах серого и белого веще-
ства  [56], тогда как GFAP  –  только в белом 
веществе головного мозга [57]. Однако клеточ-
ная специфичность S100β существенно усту-
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пает таковой у GFAP. Так, помимо экспрессии 
S100β в астроцитах, выявлено его присутствие 
в олигодендроцитах  [17], эпендимоцитах  [18], 
эндотелии кровеносных сосудов, лимфоци-
тах [19], а также в нейронах [58] (рисунок).

S100a10  –  член семейства белков S100, 
который экспрессируется во многих органах 
(сердце, почки, печень, легкие, селезенка, 
желудочно-кишечный тракт), в том числе и 
головном мозге, где он играет важное значе-
ние в транспортировке через мембраны, се-
креции везикул и эндоцитозе  [59]. В  отличие 
от  S100β, экспрессия  S100a10 была выявлена 
не только в нейронах, эндотелиальных клет-
ках стенок кровеносных сосудов, астроцитах, 
микроглии, олигодендроцитах, эпендимных 
клетках в различных областях головного моз-
га, но и в перицитах  [60]. При этом экспрес-
сия S100a10 в нейронах даже в пределах одной 
области головного мозга менее выражена, 
тогда как астроциты и микроглия отличают-
ся высоким уровнем экспрессии. Кроме того, 
экспрессия  S100a10 выраженно усиливается в 
реактивных астроцитах при повреждении го-
ловного мозга у мышей с моделью инсульта и 
нейровоспаления [61].

EAAT-1 и EAAT-2. Установлено, что транс-
портеры глутамата EAAT-1 (GLAST) [21] и 
EAAT-2 (GLT-1) [21] экспрессируются практи-
чески исключительно в астроцитах. При этом 
EAAT-1 является наиболее распространенным 
маркером, что обусловлено его достаточно ши-
рокой локализацией в глии Бергмана, глии Мюл-
лера, радиальной глии  [62]  (рисунок). В  другом 
исследовании установлено, что GLT-1 в высоких 
концентрациях экспрессируется в гиппокампе, 
боковой перегородке, коре головного мозга и по-
лосатом теле, в то время как GLAST преимуще-
ственно экспрессируется в мозжечке [21].

Необходимо отметить и тот факт, что 
EAAT-1 (GLAST) и EAAT-2 (GLT-1) не облада-
ют высокой специфичностью. Так, в результате 
альтернативного сплайсинга был получен син-
тетический пептид GLT-1, который преиму-
щественно экспрессировался в нейронах ЦНС 
и периферической нервной системе  (ПНС), 
а также обнаруживался в глиальных клетках 
(олигодендроцитах, эпендимных клетках, 
эпителиальных клетках хориоидного спле-
тения, сателлитных клетках и шванновских 
клетках) (рисунок). Более того, при иммуноо-
крашивании с использованием антитела про-
тив синтетического пептида GLT-1 выявлено 
преимущественно цитоплазматическое окра-
шивание нейронов и глиальных клеток, что 
позволяет предположить присутствие GLT-1 в 
мембранах внутриклеточных везикул [20].

Глутаминсинтетаза (GS). В  последнее вре-
мя в качестве еще одного маркера астроцитов 
рассматривают глутаминсинтетазу  (GS), экс-
прессия которой зафиксирована во многих 
регионах головного мозга. При этом GS  мар-
кирует различные типы астроцитов, включая 
радиальную глию, глию Мюллера и глию Берг-
мана [22] (рисунок). Примечательно, что в ре-
зультате двойного иммунофлуоресцентного 
окрашивания гиппокампа крыс GFAP-поло-
жительные астроглиальные клетки экспресси-
ровали GS, тем самым составляя GS-положи-
тельную субпопуляцию астроцитов, однако в 
последней около 40% могли нести GFAP-от-
рицательные клетки  [63]. В  дополнение к 
этому, в другом исследовании двойное имму-
нофлуоресцентное окрашивание энториналь-
ной коры мышей выявило, что 10% клеток со-
вместно экспрессировали GS и  GFAP, только 
GFAP-положительные клетки составляли 12%, 
тогда как 78% глиальных клеток экспрессиро-
вали исключительно GS [64].

GS имеет цитоплазматическую локализа-
цию в астроцитах  [65]. Кроме того, в исследо-
вании in vitro показано, что GS в астроцитах мо-
жет быть локализована в мембране везикул [22].

Однако стоит отметить и то, что экспрес-
сия  GS наблюдается как в астроцитах, так и 
в олигодендроцитах, эпендимных клетках и в 
некоторых нейронах головного мозга челове-
ка [23] (рисунок).

Виментин. Виментин является представи-
телем семейства промежуточных филаментов, 
который принимает участие в регуляции диф-
ференцировки и миграции клеток, а также 
передаче клеточных сигналов  [25]. Вимантин 
экспрессируется в астроцитах  (рисунок), при 
этом в процессе развития уровень его экспрес-
сии постепенно снижается [66].

Установлено, что у мышей, нокаутных 
по  GFAP и гену, кодирующему виментин, на-
блюдались нарушения в образовании глиаль-
ных рубцов в ответ на повреждение  ЦНС, а 
также изменения реактивности церебральных 
кровеносных сосудов [67]. Последнее может 
быть вызвано патологическим изменением 
свойств эндотелиальных или периваскулярных 
клеток (как следствие отсутствия виментина в 
данных клетках)  [68] и снижением способно-
сти окружающей ткани выдерживать расши-
рение кровеносных сосудов (как следствие от-
сутствия GFAP и виментина в астроглиальных 
клетках). В целом, это демонстрирует возмож-
ное участие виментина в активации астроци-
тов в результате развития нарушений в ЦНС.

Аквапорин 4 (AQP4). Интересен и другой 
маркер астроцитов  – аквапорин  4  (AQP4), 
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представляющий собой белок семейства ак-
вапоринов, образующих водопроводящие ка-
налы в клеточных мембранах. Данный белок 
особенно сильно экспрессируется в концевых 
ножках, которые находятся в прямом контак-
те с микрососудами головного мозга [27]. Так-
же установлено, что AQP4 в большей степени 
сконцентрирован именно в отростках астро-
цитов [69] (рисунок).

Коннексин (Сх). Стоит отметить, что экс-
прессия коннексинов  (Сх) астроцитами на-
блюдается по всему головному мозгу с преоб-
ладанием Сх43 над  Сх30, причем последний, 
как правило, локализован совместно с  Сх43 
в щелевых контактах астроцитов  [70]. Кроме 
того, Cx30 экспрессируется исключительно в 
астроцитах серого вещества, где его распреде-
ление весьма неоднородно  [70, 71]. Экспрес-
сия коннексинов необходима для формирова-
ния астроглиальной сети, способной быстро 
передавать из клетки в клетку некоторые низ-
комолекулярные соединения (лактат, АТФ, 
НАД+) или ионы (рисунок).

ALDH1L1, альдолаза C и SOX9. В ходе од-
ного из исследований [33] по изучению генов, 
экспрессируемых изолированными астроци-
тами, нейронами и олигодендроцитами, был 
идентифицирован  ALDH1L1, как новый вы-
сокоспецифичный астроглиальный маркер, 
который в отличии от традиционного маркера 
астроцитов GFAP широко экспрессируется по 
всему головному мозгу и позволяет выявить 
сильно разветвленную морфологию астроци-
тов, включая тело астроцита и его отростки, 
тогда как GFAP в первую очередь маркирует 
отростки астроцитов  (рисунок). ALDH1L1, 
также известная как 10-формилтетрагидрофо-
латдегидрогеназа (FDH) [72], представляет со-
бой фермент метаболизма фолиевой кислоты, 
который превращает 10-формилтетрагидро-
фолат  (10-формил-THF) в тетрагидрофолат, 
играющий важную роль во многих реакциях, 
таких как биосинтез нуклеотидов de  novo и 
регенерация метионина, таким образом ока-
зывая большое влияние на деление и рост 
клеток  [31]. Кроме того, существуют данные 
о потенциальной связи аберрантной экспрес-
сии ALDH1L1 с дефектами нервной трубки во 
время раннего развития ЦНС [73]. Экспрессия 
ALDH1L1 изменяется с возрастом, при этом 
ALDH1L1 также экспрессируется в субпопуля-
ции олигодендроцитов [32]. Кроме того, уста-
новлено, что ALDH1L1 маркирует в основном 
астроциты, локализованные в коре, но при 
этом отличается довольно слабым окрашива-
нием астроцитов белого вещества головного 
мозга [74].

Фермент альдолаза  C (фруктозо-1,6-бис-
фосфатальдолаза) экспрессируется в большей 
степени в астроцитах, однако ген альдолазы С 
был выявлен и в нейронах мозжечка (клет-
ки Пуркинье) [35].

Согласно результатам исследования по 
изучению экспрессии фактора транскрип-
ции SOX9 как в мозге мыши, так и в мозге че-
ловека, обнаружено, что SOX9 почти исклю-
чительно экспрессируется астроцитами во 
взрослом мозге за исключением эпендимных 
клеток и нейрогенной ниши, где SOX9 так-
же экспрессируется нейрональными клетка-
ми-предшественниками  (рисунок). Примеча-
тельно, что экспрессия SOX9 не снижалась во 
время старения, а напротив, усиливалась ре-
активными астроцитами при моделировании 
бокового амиотрофического склероза на мы-
шах, а также при окклюзии средней мозговой 
артерии. Необходимо отметить, что SOX9 яв-
ляется ядерным маркером астроцитов, что не 
позволяет в полной мере выявить морфологию 
астроцитов [37].

Интересными являются результаты дру-
гого исследования  [75], согласно которому 
CD44  – белок плазматической мембраны и 
рецептор внеклеточного матрикса  –  позволя-
ет детально изучить морфологию астроцитов, 
что, в свою очередь, невозможно сделать при 
использовании  GFAP. Так, CD44-иммунопо-
зитивные астроглиальные клетки с длинными 
отростками были выявлены в гиппокампе и 
коре, а также рядом с крупными кровеносны-
ми сосудами, причем фенотип данных астро-
цитов имел сходство с фенотипом фиброзных 
астроцитов белого вещества, но значительно 
отличался от фенотипа протоплазматических 
астроцитов. В  то же время были обнаружены 
и CD44-экспрессирующие астроглиальные 
клетки с короткими отростками в коре, кото-
рые имели сходный фенотип как с протоплаз-
матическими, так и с фиброзными астроцита-
ми (рисунок).

В последнее время в качестве еще одного 
потенциального маркера астроцитов рассмат-
ривают NDRG2 (N-myc downstream-regulated 
gene 2) – опухолевый супрессор и ген, связан-
ный с клеточным стрессом, пролиферацией и 
дифференцировкой клеток. Установлено, что 
NDRG2 экспрессируется в различных областях 
головного мозга, включая кору, обонятельную 
луковицу, гиппокамп, средней мозг и таламус, 
причем в двух последних областях уровень экс-
прессии наиболее высокий [42]. Что наиболее 
важно, NDRG2 специфически экспрессируется 
в астроцитах головного мозга  [42, 76]. Кроме 
того, его экспрессия увеличивалась в клет-



МАРКЕРЫ АКТИВАЦИИ АСТРОЦИТОВ 983

БИОХИМИЯ том 87 вып. 7 2022

ках глиомы, которые дифференцировались в 
астроциты, тогда как в реактивных астроцитах 
экспрессия NDRG2 значительно снижена [42]. 
Однако в ряде других исследований убеди-
тельно продемонстрировано усиление экс-
прессии NDRG2 в реактивных астроцитах при 
развитии нейродегенеративных заболеваний, 
в частности болезни Альцгеймера и болезни 
Паркинсона  [43]. NDRG2, возможно, связан 
с пролиферацией и дифференцировкой гли-
альных клеток и может рассматриваться как 
новый астроцитарный маркер, особенно для 
зрелых, нереактивных астроцитов головного 
мозга (рисунок).

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ КРАСИТЕЛИ 
И ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ ЗОНДЫ

Флуоресцентные красители являются важ-
ными инструментами для микроскопии, по-
скольку позволяют изучать структуру и функ-
ции нервных клеток без предварительного 
повреждения или нарушения функций голов-
ного мозга [99].

В частности, астроциты можно визуализи-
ровать с помощью флуоресцентных красите-
лей, которые можно вводить в интересующие 
клетки. Для маркировки обычно использу-
ют такие красители, как Lucifer yellow, Alexa 
Fluor, биоцитин, Fura-2 и другие [45, 99]. Так, 
флуоресцентный краситель Fura-2AM (аце-
токсиметиловый эфир Fura-2) используется 
для измерения внутриклеточной концентра-
ции  Ca2+, поскольку имеет высокую чувстви-
тельность и специфичность, а также облада-
ет способностью проникать через клеточные 
мембраны [100].

В качестве альтернативного вариан-
та астроциты могут быть визуализированы с 
помощью системы Helios Gene Gun для до-
ставки частиц золота и вольфрама, покрытых 
липофильными красителями, в живые или 
фиксированные перфузией срезы головного 
мозга  [101]. Данный метод позволяет быстро 
и дифференцированно маркировать клетки в 
различных нервных тканях за счет возможно-
сти использования смеси красителей, тем са-
мым облегчая оптическое разделение соседних 
клеток [102].

Большую популярность в экспериментах 
по визуализации астроцитов получил глио-
фильный флуоресцентный зонд  – катионный 
краситель сульфородамин  101 и его аналоги, 
сульфородамин  B или  G  [103]. Сульфород-
амин избирательно поглощается астроцитами 
и благодаря цитоплазматической локализации 

выявляет клеточную структуру. Более того, 
сульфородамины легко проникают через ге-
матоэнцефалический барьер, что дает возмож-
ность проводить окрашивание астроцитов с 
помощью внутривенной инъекции сульфород-
амина B. При этом флуоресценция астроцитов 
наблюдается уже через 40 мин после инъекции, 
а окрашивание сохраняется до 5 ч [103]. Такое 
поглощение сульфородамина  101 астроцита-
ми, по-видимому, опосредуется переносчика-
ми органических анионов, которые экспрес-
сируются в астроцитах в различных областях 
головного мозга. В  результате сульфорода-
мин  101 легко окрашивает астроциты гиппо-
кампа, однако не накапливается в астроцитах, 
локализованных в вентролатеральном преоп-
тическом ядре [104]. Кроме того, установлено, 
что в гиппокампе крыс на ранних постнаталь-
ных стадиях сульфородамин 101 избирательно 
маркирует субпопуляцию астроцитов, которая 
демонстрирует типичные изменения в разви-
тии и характеристики зрелых GFAP-положи-
тельных астроцитов [105].

Несмотря на то что сульфородамин  101 
успешно маркирует астроциты в острых срезах 
гиппокампа крыс [105] и в коре головного моз-
га мышей in vivo [103], он также окрашивает и 
олигодендроциты за счет мультиспецифиче-
ского переносчика  OATP1C1 (SLCO1C1), ко-
торый транспортирует сульфородамин  101 из 
астроцитов через щелевые контакты пангли-
альной сети [106].

Аналогичным образом дипептид кума-
рина, маркер β-Ala-Lys-Nepsilon-Coumarin, 
специфически маркирует первичные астро-
циты в культуре клеток, выделенных из ткани 
головного мозга крысы. Однако при этом дан-
ный маркер окрашивает также и клетки-пред-
шественники олигодендроцитов [107].

Интересными являются результаты иссле-
дования, согласно которому использование 
таких флуорофоров, как родамины, цианины 
и BODIPYs, дает уникальную возможность из-
бирательно и специфично вызывать сильную 
флуоресценцию астроцитов гиппокампа в го-
ловном мозге мыши и крысы, при этом не мар-
кируя нейроны, а также клетки-предшествен-
ники микроглии или олигодендроциты [108].

ГЕНЕТИЧЕСКИ КОДИРУЕМЫЕ МАРКЕРЫ, 
СПЕЦИФИЧЕСКИ ЭКСПРЕССИРУЕМЫЕ 

АСТРОЦИТАМИ

Известно, что астроциты можно визуа-
лизировать в срезах головного мозга с по-
мощью флуоресцентных белковых зондов, 
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избирательно экспрессируемых в астроглии 
под контролем клеточно-специфических про-
моторов. Так, были получены трансгенные 
мыши, у которых астроциты были помечены 
зеленым флуоресцентным белком (GFP, green 
fl uorescent protein) или его аналогом  (EGFP, 
enhanced green fl uorescent protein), экспресси-
руемым под контролем промотора GFAP  [109] 
или промотора гена, кодирующего S100β 
мыши [110], таким образом становясь ценным 
инструментом для подробного изучения дина-
мических изменений морфологии астроцитов 
во время развития, а также в патофизиологи-
ческих условиях.

Стоит отметить, что количество используе-
мых астроглиальных промоторов постоянно 
увеличивается, и в настоящее время применя-
ют несколько флуоресцентных белковых зон-
дов, имеющих различные спектральные харак-
теристики [111, 112]. Так, была получена серия 
трансгенных мышей, которые экспрессируют 
различные флуоресцентные белки рифовых 
кораллов (RCFP, Reef coral fl uorescent proteins), 
характеризующиеся яркой флуоресценцией, 
охватывающие широкий спектральный диапа-
зон (от голубого до красного) и управляемые 
различными промоторами [111].

Астроциты также можно визуализировать 
посредством экспрессии генетически коди-
руемых индикаторов  Ca2+, таких как желтый 
Cameleon-Nano  50 (YC-Nano50)  [113] или зе-
леный GCaMP, состоящего из GFP, слитого с 
кальмодулином и пептидной последователь-
ностью киназы легкой цепи миозина  [114]. 
Более того, согласно результатам ряда ис-
следований, несколько вариантов  GCaMP 
были протестированы в астроцитах, вклю-
чая GCaMP2, GCaMP3, GCaMP5 и красные 
RCaMP  [115,  116]. Так, введение N-концевого 
35-членного полиHis  RSET (лидерная после-
довательность плазмиды), связанного с каль-
модулином и миозином, приводит к повыше-
нию яркости и термостабильности GCaMP2 
при сравнении с  GCaMP1  [117]. Однако зна-
чительное улучшение было реализовано соз-
данием  GCaMP3, состоящего из циклически 
пермутированного зеленого флуоресцентного 
белка  (cpGFP), кальмодулина  (CaM) и Ca2+/
CaM-связывающего миозина  «M13», который 
имел более высокую яркость, широкий дина-
мический диапазон и большее сродство к Ca2+, 
позволяя обнаруживать увеличение уров-
ня Ca2+, вызванное отдельными потенциалами 
действия in vitro [118]. GCaMP5 был получен на 
основе GCaMP3 с использованием направлен-
ного мутагенеза и скрининга, что позволило 
увеличить динамический диапазон в несколь-

ко раз по сравнению с его предшественником 
GCaMP3 [119]. Для создания красного RCaMP 
был использован красный флуоресцентный 
белок  (FP) mRuby вместо cpEGFP, который 
встраивали в каркас  GCaMP3, что позволи-
ло повысить термодинамическую стабиль-
ность [116].

Примечательно, что визуализировать 
астроциты in  vivo можно флуоресцентны-
ми маркерами с использованием аденоас-
социированных вирусных векторов  (AAV) и 
лентивирусных векторов, введение которых 
позволяет вызвать появление сигналов флуо-
ресценции, специфичных для того или иного 
типа клеток и локализованных в ядре, что, в 
свою очередь, дает возможность легко выяв-
лять и различать клетки различной природы. 
Так, с использованием метода специфиче-
ской флуоресцентной маркировки нейроны 
и астроциты были разделены спектрально за 
счет нейрональной экспрессии красного флуо-
ресцентного белка tdTomato и астроглиальной 
экспрессии EGFP [120].

ИССЛЕДОВАНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКОГО 
ПРОФИЛЯ АСТРОЦИТОВ

Уровни экспрессии мРНК генов харак-
теризуют состояние транскрипции клетки, 
таким образом обеспечивая понимание ее 
функции, активности и состояния развития, 
а также степень патологического ремодели-
рования при развитии заболевания. Транс-
криптомный профиль астроцитов головного 
мозга человека и мыши был охарактеризован 
с помощью микроматриц и технологий секве-
нирования РНК в сочетании с такими метода-
ми, как флуоресцентно-активированная сор-
тировка клеток (FACS, Fluorescence-Activated 
Cell Sorting) и клеточный пэннинг трансгенно 
меченных астроцитов [121, 122].

Так, в ходе исследования  [123] тран-
скрипции астроглиальных клеток, выделен-
ных in  vivo из коры головного мозга взрос-
лых трансгенных мышей линии FVB/N-Tg 
(GFAPGFP) 14Mes/J, с использованием FACS 
астроцитов, экспрессирующих зеленый флуо-
ресцентный белок  (GFP), обнаружено, что 
значительная доля экспрессируемых астроци-
тами генов (около  34%) участвуют в клеточ-
ном метаболизме. Вместе с тем в ходе после-
дующего ПЦР-анализа выявлено, что уровень 
экспрессии ферментов, участвующих в мета-
болизме гликогена, в астроцитах выше, чем 
в нейронах. При сравнении относительной 
экспрессии всех гликолитических ферментов, 
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участвующих в цепи реакций от фосфорили-
рования глюкозы до синтеза пирувата, в  7 из 
10 стадий гликолиза наблюдалась значительно 
более высокая экспрессия ферментов в астро-
цитах по сравнению с нейронами. Более того, 
в астроцитах наблюдался активный окисли-
тельный метаболизм, обусловленный высокой 
относительной плотностью митохондрий, что 
указывает на возможность астроцитов вносить 
значительный вклад в функциональную визуа-
лизацию мозга, включая сигналы  МРТ, зави-
сящие от уровня кислорода в крови [123].

В другом исследовании [33] у трансгенных 
мышей линии S100β-EGFP в возрасте 1–8 и 
17–30  дней с помощью FACS были выделены 
S100β/EGFP-положительные астроциты, экс-
прессирующие EGFP под контролем промо-
тора  S100β. Сравнение незрелых (1–8  дней) 
и зрелых (17–30  дней) астроцитов показало, 
что гены, высокоэкспрессируемые в незре-
лых астроцитах, участвуют в пролиферации и 
развитии клеток (например, гены клеточного 
цикла) и не являются астроцит-специфичны-
ми, тогда как гены, экспрессируемые зрелыми 
астроцитами, специфичны для астроглии. Так, 
к последним относятся гены, кодирующие та-
кие секретируемые белки, как ApoE, ApoJ/
clusterin, Pla2g7, Sparc, Sparcl1 и Mfge, некото-
рые из которых принимают участие во взаимо-
действии астроцитов с синапсами или астро-
цитов с эндотелиальными клетками. Многие 
из этих генов высоко экспрессируются в астро-
цитах в возрасте от 1 до 17 дней, что позволя-
ет предположить, что белки, которые они ко-
дируют, играют важную роль в развитии ЦНС 
во время и после формирования большинства 
синапсов, что, в свою очередь, согласуется с 
данными о способности астроцитов регулиро-
вать образование синапсов  [124]. Более того, 
в астроцитах был выявлен ряд других генов 
(NPAS3, MLC1, LGI1/4 и GPR56), которые уча-
ствуют в развитии психических заболеваний, 
таких как шизофрения и биполярное рас-
стройство [125–127]. Так, NPAS3 – ген факто-
ра транскрипции bHLH (basic helix-loop-helix) 
домена  PAS (Per, Arnt, Sim), кодирующий 
нейрональный белок  3 домена  PAS (NPAS3), 
экспрессируется в глии Бергмана в мозжеч-
ке  [128]. Белок  NPAS3 принимает участие в 
регуляции нейрогенеза, циркадного ритма и 
пролиферации клеток. Мутация гена  NPAS3 
является фактором риска психических рас-
стройств  [129]. У  мышей делеция гена  NPAS3 
вызывает развитие нарушений нейрогенеза и 
синаптической передачи в гиппокампе  [130]. 
Ген  MLC1, кодирующий мембранный бе-
лок  MLC1, специфически экспрессируется в 

дистальных астроглиальных отростках в пе-
риваскулярной, субэпендимальной и субпи-
альной областях головного мозга и содержит 
несколько трансмембранных доменов, что 
предполагает выполнение данным белком 
транспортной функции [125]. Ген LGI1/4 пред-
ставляет собой богатый лейцином, инакти-
вированный в глиоме ген, который экспрес-
сируется в астроцитах и играет важную роль 
в синаптической передаче и миелинизации. 
Так, LGI4 принимает участие в регуляции про-
лиферации глии в  ПНС, а также, связываясь 
с нейронным рецептором  ADAM22, способ-
ствует миелинизации аксонов шванновски-
ми клетками  [131]. Ген  GPR56 кодирует белки 
семейства рецепторов, связанных с G-белком 
адгезии  – рецептор  56, связанный с G-бел-
ком (GPR56). Данный ген экспрессируется как 
в микроглии, олигодендроцитах и астроцитах, 
так и в нейрональных клетках-предшествен-
никах и развивающихся нейронах  [132,  133], 
принимает участие в миелинизации, пролифе-
рации [134] и синаптогенезе [135].

Это дает возможность расширить понима-
ние о степени вклада астроцитов в синаптиче-
скую регуляцию и развитие неврологических и 
психических заболеваний  [136]. Действитель-
но, согласно недавно полученным данным, 
астроциты могут принимать непосредствен-
ное участие в опосредовании элиминации 
синапсов в развивающемся и взрослом моз-
ге, что, в свою очередь, играет важную роль в 
постоянном ремоделировании синаптической 
архитектуры головного мозга [137].

Интересным явилось исследование по из-
учению профиля транскрипции реактивной 
астроглии на астроцитах, выделенных с помо-
щью  FACS от взрослых трансгенных мышей 
линии Aldh1l1-EGFP после моделирования 
травмы головного мозга [61]. Обнаружено, что 
реактивные астроциты выраженно изменяют 
свой транскрипционный профиль, а именно: 
основные изменения выявлены в генах, ко-
дирующих белки внеклеточного матрикса  – 
коллаген (Col12a1, Col6a1) и версикан  (Vcan), 
тромбоспондин  (Thbs1) и фибулин  5  (Fbln5), 
CD44 и нейрофасцин  (Nfasc), что указывает 
о способности реактивных астроцитов изме-
нять внеклеточный матрикс при формиро-
вании глиального рубца. Аналогично, гены, 
кодирующие белки промежуточных филамен-
тов  (GFAP, виментин и нестин), высоко экс-
прессировались в реактивных астроцитах, тем 
самым отражая морфологические изменения, 
которые происходят при активации. Кроме 
того, выявлена группа генов, кодирующих ци-
токины, белки презентации антигена и пути 
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системы комплемента, экспрессия которых 
значительно увеличена в реактивных астро-
цитах, что предполагает регуляторную роль 
астроцитов при взаимодействии с клетками 
иммунной системы в результате поврежде-
ния [61].

Важно отметить, что при сравнении тран-
скриптомов нескольких популяций астроцитов, 
экспрессирующих специфические клеточные 
маркеры, например, GFAP- против GLT-1-по-
ложительных астроцитов  [123], ALDH1L1- 
против GLT-1-положительных астроцитов [32] 
и ALDH1L1- против GlialCAM-иммунопози-
тивных астроцитов [138], не было обнаружено 
выраженных различий между этими популя-
циями клеток, что указывает на то, что марке-
ры коэкспрессируются в большинстве астро-
цитов.

Одним из способов определить моле-
кулярную гетерогенность астроцитов яв-
ляется использование транскриптомного 
анализа одиночных клеток. В  ходе проведе-
ния нескольких исследований была собра-
на информация о транскриптоме отдельных 
астроцитов  [47,  139], однако они не включали 
дальнейшего описания гетерогенности астро-
цитов. Однако в результате проведения круп-
номасштабного исследования по секвенирова-
нию одноклеточной РНК клеток коры и СА1 
области гиппокампа мышей, было идентифи-
цировано два подкласса астроцитов  –  GFAP 
и Mfge8. При этом астроциты, экспрессирую-
щие  GFAP, составляли пограничную глиаль-
ную мембрану – верхний слой нервной ткани 
головного мозга, лежащий непосредственно 
под мягкой мозговой оболочкой, тогда как 
второй подкласс астроцитов располагался бо-
лее равномерно в коре и характеризовался 
меньшей разветвленностью отростков [47].

ОПТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ 
СТИМУЛЯЦИЯ АСТРОЦИТОВ

Оптогенетика представляет собой цен-
ный инструмент для изучения реакции астро-
цитов на передачу сигналов, специфичных 
для различных типов нейронов, с помощью 
светочувствительных белков  –  опсинов, ко-
торые включают микробные ионные каналы 
и ионные насосы, а также сконструирован-
ные GPCR  [140]. Поглощение света опре-
деленной длины волны опсином вызыва-
ет конформационные изменения, которые 
запускают разнообразные изменения в клет-
ках, экспрессирующих опсин. При этом неко-
торые опсины (канальный родопсин 2 (ChR2), 

галородопсин, археродопсин  (Arch), археро-
допсин-Т  (Arch-T)) индуцируют транслока-
цию ионов [141–143], а другие (меланопсин) – 
активируют внутриклеточные сигнальные 
каскады, такие как передача сигналов, опосре-
дованная G-белком [144].

Важно, что оптогенетика позволяет изби-
рательно нацеливаться на определенные кле-
точные популяции, в частности, астроциты, 
и оказывать направленное воздействие, что, 
в свою очередь, дает возможность осущест-
влять более глубокий и детальный анализ их 
функций в  ЦНС  [8]. В  ходе проведения ряда 
исследований было продемонстрировано, что 
оптогенетическая стимуляция астроцитов по-
средством экспрессии светочувствительных 
ионных каналов и рецепторов приводит к вы-
раженным изменениям их функциональной 
пластичности [145, 146].

Установлено, что стимуляция Opto-a1AR 
(метаботропный опсин), экспрессируемого в 
астроцитах гиппокампа, может усиливать дол-
говременную синаптическую пластичность у 
мышей, тогда как катионный мембранный ка-
нал ChR2 (ионотропный опсин) не дает столь 
выраженного эффекта. Это показывает, что 
долгосрочную синаптическую пластичность 
возможно модулировать оптогенетически, что 
может быть использовано для нормализации 
синаптической передачи и коррекции наруше-
ний пластичности при некоторых нейродеге-
неративных заболеваниях, в частности болез-
ни Альцгеймера [147].

Показано, что оптическая активация 
астроцитов ChR2 может стимулировать высво-
бождение  АТФ, что, в свою очередь, усили-
вает возбуждающую передачу сигналов в си-
напсах за счет стимуляции рецепторов  P2Y1 
и  A2A  [148]. Однако в недавно проведенном 
исследовании с использованием оригиналь-
ного приема, основанного на сочетанном 
применении генетически кодируемых ин-
дикаторов  Ca2+  – GCaMP6f в астроцитах и 
селективной экспрессии меланопсина (фо-
топигмента, связанного с G-белком) в астро-
цитах для запуска передачи сигналов  Ca2+, 
показано, что меланопсин способен стимули-
ровать инозитол-1,4,5-трифосфат  (IP3)-зави-
симые Ca2+-сигналы в астроцитах и вызывать 
АТФ-зависимое временное усиление возбуж-
дающей синаптической передачи в гиппокам-
пе посредством пуринергической активации 
рецепторов  P2Y1 и  A2A. При этом в отличие 
от меланопсина астроглиальные сигналы Ca2+, 
вызванные стимуляцией  ChR2, были зафик-
сированы после более длинных световых им-
пульсов (более  5  секунд). Кроме того, в усло-
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виях низкочастотной световой стимуляции 
астроциты, трансфицированные меланопси-
ном, могут вызывать долговременную по-
тенциацию, что активирует эпизодическую 
память, тем самым делая меланопсин оптиче-
ским инструментом для регуляции широкого 
спектра действий астроцитов в нейронных се-
тях in vivo [144].

В другом исследовании с использованием 
взрослых мышей (2–5  месяцев) линии tTA-
MlC1-tetO-ChR2(C128S)-EYFP (разработка 
Tanaka  et  al.  [149]) оценивали устойчивый от-
вет  Ca2+ в астроцитах при их направленной 
световой стимуляции в неокортексе. Данная 
модель трансгенных мышей экспрессирует 
высокочувствительный к свету мутантный ка-
тионный канал  ChR2  (C128S) в астроцитах (с 
промотором MlC1), который открывается в си-
ней области спектра и закрывается  – в оран-
жевой, что позволило в данном исследовании 
использовать комбинированный подход, ос-
нованный на оптогенетической стимуляции 
ChR2 в сочетании с визуализацией активно-
сти  Ca2+ в астроцитах с помощью индикатора 
Ca2+ – Rhod-2 AM (красная область спектра). 
Это дает возможность оценить активацию/
возбудимость астроцитов и определить их роль 
в патогенезе некоторых заболеваний головно-
го мозга, таких как эпилепсия, болезнь Альц-
геймера и болезнь Паркинсона [150].

Более того, изучая влияние стимуляции 
астроцитов на обработку информации пира-
мидальными нейронами слоя  5  (L5PN), уста-
новлено, что оптогенетическая активация 
астроцитов вблизи тела клетки L5PN пролон-
гирует их возбуждение. Выявленные эффекты 
связаны с высвобождением S100β  –  астроци-
тарного Са2+-связывающего белка, который 
снижает концентрацию внеклеточного  Ca2+ 
при высвобождении его из клетки во внекле-
точное пространство. При этом уменьшение 
концентрации внеклеточного  Ca2+ вызывает 
возбуждение  L5PN, опосредованное актива-
цией ионных каналов Nav1.6 [151].

Интересным является и недавно установ-
ленный факт того, что вызванная за счет хро-
нической оптогенетической активации  ChR2 
эксайтотоксичность глии Бергмана вызывает 
снижение захвата глутамата, проявляющее-
ся удлинением возбуждающих постсинапти-
ческих токов в клетках Пуркинье, что со-
гласуется с документально подтвержденным 
снижением экспрессии транспортера глутама-
та EAAT-1 [152].

В другом исследовании для оценки роли 
физиологической активации астроцитов 
in  vivo была создана линия трансгенных мы-

шей Optoα1AR  TG, у которых астроциты 
экспрессируют оптогенетически активируе-
мый Gq-GPCR  Optoα1AR, фотостимуляция 
которого обеспечивает временное повыше-
ние астроцитарного  Ca2+, что фиксировали 
с помощью Rhod-2  AM  [153]. Это позволи-
ло из учить влияние модуляции активности 
астроцитов на активность нейронов, опосре-
дованное передачей сигналов Gq в астроцитах. 
Так, оптогенетическая активация передачи 
сигналов Gq в астроцитах в коре временно ин-
гибировала активность нейронов через адено-
зиновый рецептор  A1. Кроме того, сенсорная 
стимуляция в сочетании с активацией астро-
цитов индуцировала длительную депрессию 
сенсорно-вызванного ответа. Согласно ре-
зультатам поведенческого тестирования, ак-
тивация астроцитов приводила к улучшению 
долговременной памяти (тест «Распознавание 
новых объектов»), однако не оказывала зна-
чимого влияния на кратковременную память 
(тест «Y-лабиринт») [153].

Учитывая тот факт, что световая актива-
ция астроцитов  ChR2 изменяет динамику ба-
зального уровня  Са2+  [154], использование в 
исследовании такого подхода, как математи-
ческое моделирование, может иметь важное 
значение для прогнозирования того, как био-
физические свойства конструкции  ChR2, а 
также характеристики лазера могут влиять на 
передачу сигналов  Са2+ астроцитами. В  этом 
аспекте создание математической модели даст 
возможность оптимизировать схему световой 
стимуляции с целью достижения желаемого 
уровня Ca2+ в астроцитах, а также разработать 
новые прикладные конструкции, специфиче-
ски ориентированные на детальное изучение 
роли астроглиальных клеток в головном моз-
ге [155].

ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ АСТРОЦИТОВ 

В ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ УСЛОВИЯХ

В результате воздействия негативных сти-
мулов, способствующих повреждению ней-
ронов, астроциты претерпевают ряд фено-
типических и функциональных изменений, 
что сопровождается развитием реактивного 
астроглиоза. При этом наблюдается гипертро-
фия и повышенная экспрессия GFAP, что и 
формирует характерный фенотип реактивных 
астроцитов, которые, в свою очередь, про-
лиферируют, мигрируют и превращаются в 
астроциты, образующие рубцы [156]. Как реак-
тивные астроциты, так и астроциты, образую-

10*
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щие рубцы, высоко экспрессируют ряд бел-
ков-маркеров, а именно: GFAP, β-катенин-1, 
нестин и N-кадгерин. Однако существуют и 
специфические маркерные гены, в частно-
сти, гены-маркеры реактивных астроцитов  – 
матриксная металлопротеиназа-2  (MMP-2) 
(кодирует белок MMP-2), PLAUR  (кодирует 
белок-рецептор активатора плазминогена уро-
киназы  (suPAR)), матричная металлопротеи-
наза-13 (MMP-13, кодирующая белок колла-
геназу  3), Axin-2 (кодирует аксиноподобный 
белок-2), ген, кодирующий белок промежуточ-
ных филаментов – нестин и CTNNB1 (кодиру-
ет белок β-катенин-1), тогда как к генам-мар-
керам астроцитов, образующих рубцы, 
относятся Cdh2 (кодирует белок N-кадгерин), 
SOX9 (кодирует белок фактор транскрипции 
SOX-9), а также гены, связанные с протеогли-
канами хондроитинсульфата  – CSGALNACT1 
(кодирует белок хондроитинсульфат N-аце-
тилгалактозаминилтрансферазу  1), CHST11 
(кодирует белок карбогидратсульфотранс-
феразу  11), ACAN (кодирует белок аггрекан 
протеогликанов) и SLIT2 (кодирует белок-го-
молог  Slit  2) [156]. Таким образом, представ-
ленные гены-маркеры в сочетании с морфо-
логическими характеристиками астроцитов 
могут быть использованы для определения их 
фенотипа.

Известны два типа реактивных астро-
цитов  – А1 и  А2. Реактивные астроциты A1 
продуцируют провоспалительные цитокины, 
которые могут вызывать гибель нейронов, 
тогда как реактивные астроциты A2 активи-
руют нейротрофические факторы, которые 
способствуют выживанию и росту нейро-
нов  [157]. Важно отметить, что данные типы 
реактивных астроцитов можно идентифици-
ровать в соответствии с их индивидуальными 
генетическими характеристиками. Так, в ходе 
исследования посмертной ткани головно-
го мозга пациентов с болезнью Альцгеймера, 
болезнью Хантингтона, болезнью Паркин-
сона, боковым амиотрофическим склерозом 
и рассеянным склерозом выявлено, что наи-
более высоко в астроцитах  А1 экспрессирует-
ся компонент  3  (С3). При этом в посмертной 
ткани головного мозга пациентов с рассеян-
ным склерозом в астроцитах  A2 экспрессиру-
ют единственный маркер – S100A10 [158]. Это 
дает возможность использовать данные гены в 
качестве специфических маркеров астроцитов 
A1 и А2 соответственно.

Активированная микроглия вызывает 
трансформацию астроцитов в астроциты  A1 
путем высвобождения цитокинов IL-1α, TNF 
и С1q, каждый из которых важен для индукции 

астроцитов  A1  [158]. При этом Mfge8 регули-
рует астроцитарную конверсию A1/A2 посред-
ством активации PI3K/Akt-пути и подавления 
NF-κB-пути.

Напротив, астроциты A2 оказывают ней-
ропротективное действие на нервную ткань, 
секретируя несколько нейротрофических 
факторов. Ген  S100а10, экспрессируемый 
астроцитами  A2, необходим для пролифера-
ции клеток, восстановления мембран и ин-
гибирования апоптоза клеток  [158]. Более 
того, астроциты A2 способствуют экспрессии 
противовоспалительного цитокина, транс-
формирующего фактора роста-бета (TGFβ, 
Transforming growth factor-beta), который уча-
ствует в синаптогенезе и играет нейропротек-
тивную роль.

Интересными являются результаты од-
ного из исследований по изучению несколь-
ких фенотипов активированных астроцитов 
и задействованных при этом регуляторных 
механизмов  [159]. Установлено, что активи-
рованные астроциты in  vitro и in  vivo прояв-
ляют два различных функциональных фе-
нотипа в отношении экспрессии про- или 
противовоспалительных генов, экспрессии 
глиального фибриллярного кислого белка и 
нейротоксической или нейропротекторной 
активности. Также показано, что активиро-
ванные астроциты высвобождают белок липо-
калин-2 (LCN2), который регулирует как мор-
фологическую трансформацию астроцитов, 
связанную с реактивным астроглиозом, так 
миграцию и апоптоз. Более того, LCN2  спо-
собствует провоспалительной активации 
астроцитов, но в то же время ингибирует пе-
редачу сигналов по IL-4/STAT6-пути, участвуя 
в альтернативной противовоспалительной ак-
тивации. Это дает возможность предполагать, 
что секретируемый астроцитами белок LCN2 
является аутокринным модулятором функцио-
нальной поляризации астроцитов при разви-
тии нейровоспаления и может быть направлен 
на подавление провоспалительной активации 
астроцитов и связанных с этим нейродегене-
ративных заболеваний [159, 160].

МикроРНК АСТРОЦИТОВ КАК 
ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ ТЕРАПЕВТИЧЕСКАЯ 

МИШЕНЬ ДЛЯ ТЕРАПИИ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ

МикроРНК представляют собой неболь-
шие регуляторные РНК длиной 21–24 нуклео-
тида, участвующие в посттранскрипционной 
регуляции генов. МикроРНК связываются с ин-
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формационными (матричными) РНК (мРНК) 
на основе комплементарности, что приводит к 
деградации последних или подавлению транс-
ляции  [161]. Более того, микроРНК обладают 
потенциалом для регулирования сотен различ-
ных транскиптов  [162]. Одной из важных осо-
бенностей микроРНК является их возможность 
транспортироваться от одной клетки к другой 
через экзосомы, что позволяет микроРНК ока-
зывать широкое влияние на уровне тканей и 
организма в целом [163].

Известно, что практически все клетки се-
кретируют экзосомы  [164]. Так, результаты 
недавно проведенного исследования  [165] по 
изучению молекулярного состава экзосом, вы-
деляемых астроцитами и нейронами во вне-
клеточное пространство и обеспечивающих 
межклеточную коммуникацию путем переноса 
различных молекул (белков, РНК, липидов), 
показали, что как астроциты, так и нейроны 
избирательно включают в экзосомы только 
часть клеточных микроРНК. При этом суще-
ствование различия в профилях микроРНК 
между экзосомами и соответствующими им 
клетками предполагают, что процесс отбора 
микроРНК в экзосомы четко регулируется и 
может иметь клеточную специфичность.

Как острое, так и хроническое поврежде-
ние  ЦНС вызывает реактивные структур-
но-функциональные изменения в астроцитах, 
что определяется, как реактивный астроглиоз. 
Нарушение функций астроцитов может в зна-
чительной степени способствовать прогрес-
сированию патологического процесса за счет 
активации эксайтотоксичности, окислитель-
ного стресса и воспалительных реакций [166]. 
Нейродегенеративные заболевания, а именно: 
болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона и 
боковой амиотрофический склероз характе-
ризуются нейровоспалением, когнитивной и 
двигательной дисфункцией. Это связано с не-
обратимой дегенерацией нейронов в головном 
и спинном мозге и апоптозом. Однако расту-
щее количество экспериментальных данных 
демонстрирует важную роль астроцитов в па-
тогенезе хронических нейродегенеративных 
заболеваний [167].

Нарушение регуляции экспрессии ге-
нов является характерным признаком как 
физиологического старения, так и нейроде-
генеративных заболеваний  [168]. Согласно 
результатам ряда исследований, микроРНК 
принимают участие в патогенезе нейродеге-
неративных заболеваний, регулируя функцию 
астроцитов за счет различных механизмов, 
и таким образом, могут выступать в качестве 
потенциальных терапевтических мишеней. 

Так, у мышей с генетической моделью болез-
ни Альцгеймера (линия 3xTg-AD) выявлено 
увеличение уровня miR-181a, которая подав-
ляет экспрессию некоторых синаптических 
белков в астроцитах, в частности, GLT-1, осу-
ществляющего регуляцию синаптической 
пластичности  [169]. Более того, наблюдалась 
активация miR-155 и c-Jun на фоне индуциро-
ванного бета-амилоидом увеличения активно-
сти микроглии и астроцитов, что способство-
вало выработке медиаторов воспаления, таких 
как IL-6  (интерлейкин-6) и IFN-β  (интерфе-
рон-бета) [170].

Показано, что у мышей с моделью болезни 
Альцгеймера (линия APPswe/PS1/E9) актива-
ция астроглиального CEBPD (CCAAT/энхан-
сер-связывающий белок дельта  – ключевой 
фактор транскрипции при воспалении в ткани 
головного мозга) приводит к нарушению про-
странственного обучения и запоминания за 
счет активации miR-135a, ингибирующей ак-
тивность нейротропного фактора Thbs1 (тром-
боспондин  1), что, в свою очередь, подавляет 
синаптогенез, а также снижает рост дендритов 
и прорастание аксонов нейронов [171].

Болезнь Паркинсона связана с различны-
ми патологическими факторами, включая ток-
сичность α-синуклеина и другие механизмы. 
Обнаружено, что сывороточные концентрации 
miR-153 и miR-223 прогрессивно снижались у 
мышей дикого типа  (WT) и мышей с генети-
ческой моделью болезни Паркинсона (линия 
GFAP.HMOX1)  [172]. Кроме того, циркули-
рующие уровни обеих микроРНК были ниже 
у трансгенных мышей по сравнению с кон-
трольными мышами  WT, в то время как кон-
центрации белка α-синуклеина были повыше-
ны у мышей GFAP.HMOX1 по сравнению со 
значениями для мышей WT. Это дает возмож-
ность предполагать, что miR-153 и miR-223 от-
рицательно регулируют α-синуклеин в базаль-
ных ганглиях у мышей GFAP.HMOX1 [172].

Заслуживает внимания и другое прове-
денное исследование  [173] по оценке влияния 
внеклеточных везикул, секретируемых астро-
цитами, которые были выделены от пациентов 
с боковым амиотрофическим склерозом, на 
выживаемость двигательных нейронов. Обна-
ружено, что внеклеточные везикулы не только 
вызывают гибель двигательных нейронов, но и 
содержат микроРНК, которые негативно регу-
лируют экспрессию генов, в частности, miR-
494-3p подавляет различные гены, включая 
ген, кодирующий семафорин  3A  (SEMA3A), 
участвующий в росте и поддержании аксонов.

Примечательно и то, что микроРНК, выде-
ленная из поврежденных в ходе развития боко-
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вого амиотрофического склероза двигательных 
нейронов, может оказывать непосредственное 
негативное влияние на структурно-функцио-
нальную целостность астроцитов, что в значи-
тельной мере интенсифицирует дегенерацию 
нейронов  [174]. В  частности, in  vitro показано, 
что астроциты способны поглощать нейрональ-
ную miR-218, которая, в свою очередь, ингиби-
рует активность транспортера глутамата EAAT-2 
в астроцитах за счет прямого воздействия на 
3′-UTR EAAT-2, содержащего несколько сай-
тов связывания miR-218. Однако блокирование 
miR-218 заметно увеличивает уровень EAAT-2 в 
астроцитах у мышей с моделью бокового амио-
трофического склероза, что делает данную 
биомолекулу перспективной терапевтической 
мишенью. Таким образом, дисфункция астро-
цитов и реактивный астроглиоз, как ответная 
реакция на повреждение двигательных нейро-
нов при развитии бокового амиотрофического 
склероза, может быть опосредована повышен-
ной активностью микроРНК, высвобождаемой 
из поврежденных нейронов [174].

В совокупности, представленные экспе-
риментальные данные in  vivo и in  vitro свиде-
тельствуют, что микроРНК вносят существен-
ный вклад в патогенез нейродегенеративных 
заболеваний, регулируя прямо или опосредо-
ванно функции астроцитов, это находит свое 
отражение в активации провоспалительных 
цитокинов, подавлении синаптогенеза, гибели 
нейронов и митохондриальной дисфункции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Астроциты служат фундаментальными ре-
гуляторами в развитии и гомеостазе головного 
мозга, а также при возникновении и прогрес-
сировании нейродегенеративных заболева-
ний. Важной особенностью и одновременно 
сложностью для исследователей является гете-
рогенность астроцитов, которая заключается в 

проявлении различных морфологических ха-
рактеристик в зависимости от локализации в 
той или иной области головного мозга. В связи 
с этим детальное изучение экспрессии генов и 
функциональных особенностей астроцитов в 
различных областях мозга имеет первостепен-
ное значение. К  сожалению, эта задача пол-
ностью не решена до сих пор из-за отсутствия 
универсального маркера астроглиальных кле-
ток, характерных для той или иной области 
мозга. Более того, не идентифицировано ни 
одного «идеального» промотора, специфично-
го для астроглии, обеспечивающего экспрес-
сию репортерных генов исключительно в клет-
ках данного типа.

Поэтому изучение молекулярных механиз-
мов, лежащих в основе межклеточного взаи-
модействия между астроцитами и нейронами, 
а также открытие новых функций астрогли-
альных клеток является вескими основания-
ми для поиска новых маркеров активации 
астроцитов и методов их визуализации. При 
этом комбинирование методов визуализации 
с другими современными протоколами (ПЦР-
анализ, электрофизиология, оптогенетика) 
позволит более детально изучить многогран-
ность функций астроцитов, что будет иметь 
решающее значение для понимания биологии 
астроглии в здоровой и проврежденной ткани 
центральной нервной системы.
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Astrocytes are the most common type of glial cells that provide homeostasis and protection of the central nervous 
system. Important specifi c characteristic of astrocytes is the manifestation of morphological heterogeneity, 
which is directly dependent on the localization in a particular area of the brain. Astrocytes can integrate into 
neural networks and keep neurons active in various areas of the brain. Moreover, astrocytes express a variety 
of receptors, channels, and membrane transporters, which underlie their peculiar metabolic activity, which 
determines the plasticity of the central nervous system during development and aging. Such a complex structural 
and functional organization of astrocytes determines the use of modern methods for their identifi cation and 
analysis. Considering the important fact that determining the most appropriate marker for polymorphic and 
multiple subgroups of astrocytes is of decisive importance for the study of their multifunctionality, this review 
presents markers, modern imaging techniques and identifi cation of astrocytes. It represents a valuable resource 
for studying the structural and functional properties of astrocytes, as well as better understanding the extent to 
which astrocytes contribute to neuronal activity.

Keywords: astrocytes, markers, imaging methods, miRNA, optogenetics
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