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На основе предложенного ранее подхода синтезом в клетках Escherichia coli получены гибридные рекомби�
нантные белки – потенциальные компоненты эпитопных вакцин, содержащие короткие конформацион�
ные эпитопы рецептор�связывающего домена Spike�белка вируса SARS�CoV�2 (144–153, 337–346, 414–425,
496–507 а.о.), реализующие большое количество белок�белковых взаимодействий в комплексах с нейтрали�
зующими антителами и ACE2 (ангиотензин�превращающий фермент 2). Полученными белками трёхкрат�
но с интервалом в 2 недели иммунизировали мышей и исследовали иммуногенность белковых антигенов и
способность сывороток взаимодействовать с инактивированным вирусом SARS�CoV�2 и с рецептор�связы�
вающим доменом (RBD) Spike�белка, полученным в эукариотическом продуценте. Все рекомбинантные
белки демонстрировали высокую иммуногенность. Наиболее высокий титр при связывании с RBD Spike�
белка продемонстрировала сыворотка, полученная при иммунизации белком на основе эпитопа 414–425.
При этом титры сывороток при связывании с инактивированным вирусом и RBD в случае остальных бел�
ков оказались существенно ниже титров для полученных ранее четырёх белков на основе петлеобразных
эпитопов 452–494 и 470–491, конформация которых дополнительно фиксировалась дисульфидной связью.
Для всех белков – полученных ранее и в данной работе – проведено исследование активации клеточного
иммунитета, детектируемой по уровню синтеза цитокинов спленоцитами иммунизированных мышей. Мак�
симально выраженный уровень повышения синтеза цитокинов наблюдался в случае ответа на белки, вклю�
чающие эпитопы с дисульфидными связями (452–494, 470–491), а также эпитопы 414–425 и 496–507. Пос�
ле оптимизации адъюванта для некоторых рекомбинантных белков с короткими конформационными эпи�
топами RBD Spike�белка были получены сыворотки мышей, демонстрирующие вируснейтрализующий эф�
фект в реакции микронейтрализации с живым вирусом SARS�CoV�2 (hCoV�19/Russia/StPetersburg�3524/
2020 EPI_ISL_415710 GISAID). Полученные результаты могут быть использованы для разработки эпитоп�
ных вакцин для профилактики COVID�19 и других вирусных инфекций.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SARS�CoV�2, Spike�белок, RBD, RBM, эпитопная вакцина, эпитоп, альдолаза.
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ГИБРИДНЫЕ БЕЛКИ С КОРОТКИМИ КОНФОРМАЦИОННЫМИ
ЭПИТОПАМИ РЕЦЕПТОР�СВЯЗЫВАЮЩЕГО ДОМЕНА

Spike�БЕЛКА ВИРУСА SARS�CoV�2 СПОСОБСТВУЮТ ВЫРАБОТКЕ
ВИРУСНЕЙТРАЛИЗУЮЩИХ АНТИТЕЛ ПРИ ИММУНИЗАЦИИ

© 2022 А.С. Карягина1,2,3*, А.В. Громов1, Т.М. Грунина1,2, А.М. Лящук1,
М.С. Попонова1, Д.А. Клейменов1, Н.В. Струкова1, М.С. Генералова1, А.В. Рязанова1,
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка новых вариантов вакцин для
профилактики COVID�19 и других вирусных

инфекций является чрезвычайно актуальной за�
дачей. Цельновирионные вакцины, субъединич�
ные белковые вакцины, включающие полнораз�
мерные белки, векторные вакцины и РНК�вак�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ДТТ – дитиотреитол; СГТ – средний геометрический титр; ACE2 – ангиотензин�превра�
щающий фермент 2; ALD – альдолаза; COVID�19 – коронавирусная инфекция 2019 г. (COronaVIrus Disease 2019); HBD –
гепарин�связывающий домен; RBD – рецептор�связывающий домен; RBM – рецептор�связывающий мотив; TLR – Toll�
подобные рецепторы; Tri – α�спираль, опосредующая тримеризацию Spike�белка SARS�CoV�2.

* Адресат для корреспонденции.
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КАРЯГИНА и др.

цины, которые способствуют выработке в орга�
низме вирусных белков, индуцируют образова�
ние широкого спектра антител, не все из кото�
рых являются протективными [1]. В ряде случа�
ев могут образовываться антитела, способству�
ющие антителозависимому усилению инфекции
при заражении после вакцинирования [2–4].
Эпитопные вакцины, включающие отдельные
небольшие белковые эпитопы инфекционного
агента, позволяют избежать вышеперечислен�
ных проблем и при этом характеризуются высо�
кой степенью стандартности и слабой реакто�
генностью. Недостатками эпитопных вакцин
может быть их низкая иммуногенность и неспо�
собность вызывать образование вируснейтрали�
зующих антител, а также возможность быстрого
ухода новых штаммов вируса от иммунного от�
вета, вызванного такими вакцинами. Повысить
иммуногенность и способствовать выработке
вируснейтрализующих антител можно, исполь�
зуя такие подходы, как мультимеризация эпито�
пов [5] и оптимизация адъюванта [6]. Перспек�
тивным подходом при выборе эпитопов – участ�
ков поверхности белков, способных эффектив�
но индуцировать образование антител – пред�
ставляется выбор не линейных, а непрерывных
конформационных эпитопов, обеспечивающих
большее соответствие участку структуры вирус�
ного белка. Основываясь на данных о контак�
тах, реализуемых в комплексах Spike�белка с
нейтрализующими антителами и ACE�2 (ангио�
тензин�превращающий фермент 2), на преды�
дущих этапах исследования нами были выбраны
две детерминанты в области рецептор�связыва�
ющего мотива (RBM) – 452–494 и 470–491 а.о.,
реализующие большое количество контактов
как с антителами, так и с ACE�2 [7]. Обе детер�
минанты характеризуются петлеобразной кон�
формацией и включают два остатка цистеина,
образующих дисульфидную связь в структуре
Spike�белка. Для иммунизации были получены
два варианта гибридных белков, содержащих
антигенные детерминанты, включённые в место
поворота в мотиве «спираль�поворот�спираль»
Rop�подобного белка из Methylococcus capsulatus
с целью сближения N� и C�концов и сохранения
петлеобразной конформации эпитопов. Rop�
подобный белок в данном случае выполняет
функцию так называемого эпитопного каркаса.
Показано, что при синтезе такого рода белков в
Escherichia coli и последующей очистке дисуль�
фидная связь образуется [7]. Гибридные белки
содержат также либо альдолазу из Thermotoga
maritima, либо α�спиральный участок, соответ�
ствующий 958–991 а.о. Spike�белка SARS�CoV�2,
обеспечивающие тримеризацию, а также гепа�
рин�связывающий участок, использующийся

для очистки. Для всех четырёх вариантов гиб�
ридных белков показана высокая иммуноген�
ность и способность антител, образующихся в
ответ на иммунизацию этими белками, в высо�
ком титре взаимодействовать как с рецептор�
связывающим доменом (RBD) Spike�белка, так
и с инактивированным SARS�CoV�2.

Целью данной работы было получение по
ранее разработанной схеме ещё нескольких ва�
риантов гибридных белков, несущих конформа�
ционные эпитопы Spike�белка коронавируса
SARS�CoV�2, исследование иммуногенности
полученных белков и способности индуциро�
ванных ими антител связываться с RBD Spike�
белка и инактивированным SARS�CoV�2, ха�
рактеристика цитокинового ответа спленоцитов
после иммунизации белками, несущими весь
спектр исследуемых эпитопов, исследование
вируснейтрализации наиболее перспективными
гибридными белками на модели микронейтра�
лизации клинического изолята коронавируса
SARS�CoV�2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Штамм и векторы. В работе использовали
бактериальный штамм Escherichia coli BL21
(DE3) (E. coli B F– dcm ompT hsdS(rB

–mB
–) gal

λ(DE3), «Agilent Technologies», США), модифи�
цированный плазмидный вектор pQE6
(«Qiagen», США), содержащий вместо промото�
ра T5 промотор T7, и плазмиду pRep4 из E. coli
M15 [pRep4] («Qiagen»).

Получение генно�инженерных конструкций,
кодирующих белки Rop�D2�Rop�Tri�HBD, Rop�
D3�Rop�Tri�HBD, Rop�D2�Rop�ALD�HBD и Rop�
D3�Rop�ALD�HBD детально описано в работе
Karyagina et al. [7]. Последовательности этих
белков содержат участки D2 (470–490 а.о.) и
D3 (453–494 а.о.) Spike�белка вируса SARS�
CoV�2 (UniProtKB: locus SPIKE_SARS2, acces�
sion P0DTC2), вставленные между аминокис�
лотными последовательностями двух α�спира�
лей Rop�подобного белка из M. capsulatus (пер�
вая спираль Rop: 2–34 а.о., вторая спираль Rop:
34–65 а.о., PDB: 2JS5_A, RefSeq WP_010959602).
Далее присоединена последовательность α�спи�
рали, опосредующей тримеризацию Spike�белка
SARS�CoV�2 (Tri) (958–991 а.о., UniProtKB:
locus SPIKE_SARS2, accession P0DTC2), или
последовательность альдолазы из T. mariti*
ma (2–201 а.о., PDB: 1WA3). На С�конце белков
находится короткий участок гепарин�связываю�
щего гемагглютинина HBHA из Мycobacterium
tuberculosis, соответствующий гепарин�связыва�
ющему домену (HBD) (160–174 а.о., UniProtKB/
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Swiss�Prot: A1KFU9.1). В составе конструкций
также имеются дополнительные остатки, пред�
ставляющие собой линкерные последователь�
ности, и остатки, соответствующие нуклеотид�
ным последовательностям с введёнными рест�
рикционными сайтами.

Получение генно�инженерных конструкций
Rop�D4�Rop�Tri�HBD, Rop�D4�Rop�ALD�HBD,
Rop�D6�Rop�Tri�HBD, Rop�D6�Rop�ALD�HBD,
Rop�D8�Rop�Tri�HBD, Rop�D8�Rop�ALD�HBD,
Rop�D13�Rop�Tri�HBD, Rop�D13�Rop�ALD�HBD,
Rop�RBM�Rop�Tri�HBD проводили по схемам,
аналогичным описанным в работе Karyagina
et al. [7]. Получали синтетические последова�
тельности, кодирующие участки Spike�белка ко�
ронавируса SARS�CoV�2: D4 (496–507 а.о.),
D6 (144–153 а.о.), D8 (337–346 а.о.),
D13 (414–425 а.о.), RBM (433–511 а.о.), опти�
мизированные с помощью программы JCat
(http://www.jcat.de/) по кодонному составу и
скорректированные для улучшения вторичной
структуры транскрибируемой РНК с помощью
веб�сервера DINAMelt (http://mfold.rna.albany.
edu/?q=DINAMelt/Two�state�folding) с целью
повышения экспрессии в E. coli. Синтетические
последовательности клонировали в плазмиды
pL1003, кодирующую белок Rop�D2�Rop�Tri�
HBD и pL989, кодирующую белок Rop�D2�Rop�
ALD�HBD, получение которых описано ра�
нее [7], замещая детерминанту D2. Cинтетичес�
кие последовательности получали в компании
«Евроген» (Россия).

Выращивание штаммов�продуцентов и разру�
шение клеток E. coli проводили по протоколам,
описанным в работе Karyagina et al. [7]. При
этом белки Rop�D4�Rop�Tri�HBD, Rop�D8�
Rop�Tri�HBD, Rop�D13�Rop�Tri�HBD и Rop�
RBM�Rop�Tri�HBD синтезировались в нерас�
творимой форме в виде телец включений, а бел�
ки Rop�D13�Rop�ALD�HBD, Rop�D4�Rop�
ALD�HBD и Rop�D8�Rop�ALD�HBD – в рас�
творимой форме. Синтеза белка Rop�D6�Rop�
ALD�HBD не наблюдалось.

Очистку белков проводили в соответствии с
ранее опубликованными протоколами хрома�
тографической очистки – для нерастворимых и
для растворимых белков [7]. Хроматографию
белков, синтезировавшихся в тельцах включе�
ний, растворенных в 8 М мочевине и 10 мМ Tris�
НCl (рН 8,0), проводили на колонке с
WorkBeads 40S («Bio�Works», Швеция), уравно�
вешенной раствором 8 М мочевины и
10 мМ Tris�НCl (рН 8,0), с элюцией линейным
градиентом NaCl с концентрацией 0–1 М в том
же буферном растворе и последующим диали�
зом против раствора 4 М мочевины в 25 мМ Tris�
НCl�буфере (рH 8,0) в течение 24 ч при 4 °С и

центрифугированием в течение 30 мин при
9000 g. Затем проводили аффинную хроматогра�
фию на Heparin Sepharose CL�6B («GE
Healthcare», США), уравновешенной раствором
4 М мочевины в 20 мМ Tris�HCl�буфере (рН 8,0),
с элюцией линейным градиентом NaCl с концен�
трацией 0–1 М в растворе 4 М мочевины в
25 мМ Tris�HCl�буфере (рН 8,0) и последующим
диализом против буфера 25 мМ Tris�НСl
(рН 6,8), постепенно снижая концентрацию мо�
чевины в диализном буфере до нуля (ступенями
по 0,5 М) в течение 24 ч при 4 °С.

Хроматографию растворимых белков прово�
дили на сорбенте WorkBeads 40S, уравновешен�
ном 20 мМ Tris�НCl (рН 8,0), с элюцией раство�
ром NaCl (линейным градиентом концентрации
0–1 М) в том же буферном растворе, диализова�
ли против 20 мМ Tris�НCl (pH 8,0) в течение 24 ч
и центрифугировали в течение 30 мин при
9000 g. Затем проводили аффинную хроматогра�
фию на гепарин�сефарозе, уравновешенной
20 мМ Tris�HCl�буфером (рН 8,0), с элюцией
градиентом концентрации NaCl 0–1 М в
20 мМ Tris�HCl (рН 8,0). Полученные фракции
белков диализовали против 20 мМ Tris�HCl
(рН 8,0), 50 мМ NaCl в течение 24 ч при темпе�
ратуре 4 °C с трёхкратной сменой буфера.

Концентрацию и общее количество белков
определяли по поглощению раствора при 280 нм
с использованием бицинхониновой кислоты.
Полученные препараты белков лиофильно вы�
сушивали и использовали для дальнейших ис�
следований.

Молекулярную массу и теоретические значе�
ния некоторых параметров рекомбинантных
белков рассчитывали с использованием интер�
нет�ресурса https://web.expasy.org/protparam/.

Иммуногенные композиции и эксперименты по
иммунизации. На основе полученных рекомби�
нантных белков, содержащих конформацион�
ные эпитопы Spike�белка SARS�CoV�2 (включая
четыре белка, полученных ранее), были подго�
товлены иммуногенные композиции, содержа�
щие в одной дозе (объёмом 150 мкл) 1 нмоль ре�
комбинантного белка и соответствующий адъю�
вант. В первом эксперименте по иммунизации
мышей использовали семь рекомбинантных
белков (белки в строках 5–11 в табл. 1), в имму�
ногенные композиции вводили адъювант 1: ди�
этиламиноэтиловый (ДЭАЭ)�декстран 500 –
1 мг, монтанид ISA 201 («Seppic SA», Франция) –
75 мкл (50%), ретинола пальмитат
(100 000 МЕ/мл) (АО «Ретиноиды», Россия) –
1,5 мкл (1%). Сыворотки, полученные после
этой иммунизации, использовали для оценки
иммуногенности рекомбинантных белков, спо�
собности взаимодействовать с RBD и инактиви�
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рованным вирусом SARS�CoV�2, постановки
первой реакции микронейтрализации, сплено�
циты – для исследования клеточного иммуни�
тета. Во втором эксперименте по иммунизации
использовали те же рекомбинантные белки, ра�
нее полученные рекомбинантные белки [7]
(строки 1–4 в табл. 1), а также белки Rop�RBM�
Rop�Tri�HBD и RBD («Mount Sinai», США), в
иммуногенные композиции вводили адъю�
вант 2: ДЭАЭ�декстран 500 – 1 мг, липополиса�
харид (LPS) из E. сoli O55:B5 («Sigma», США) –
0,1 мкг, олигодезоксинуклеотиды CpG (ODN 1826)
(ЗАО «Евроген», Россия) – 30 мкг. Полученные
сыворотки использовали для постановки второй
реакции микронейтрализации.

Детальный протокол иммунизации лабора�
торных животных описан ранее [7]. Для имму�
низации использовали самок мышей сингенной
инбредной линии BALB/c в возрасте 5–6 недель
весом 18–20 г (НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи
Минздрава России). Мышам опытных групп
(n = 7) трёхкратно вводили по 150 мкл иммуно�
генных композиций, содержащих рекомбинант�
ные белки, с интервалом в 2 недели. Животным
контрольной группы (n = 7) вводили физиоло�
гический раствор (150 мкл). Через 2 недели пос�
ле последней инъекции лабораторных живот�

ных опытных и контрольной групп вводили в
наркоз ингаляцией изофлурана («Piramal
Enterprises», Индия) и проводили сбор крови из
сердечной полости (в случае первого экспери�
мента по иммунизации также проводили извле�
чение селезёнки, см. подраздел про оценку ак�
тивации клеточного иммунитета). Вакуумные
пробирки с кровью выдерживали при комнат�
ной температуре 20 мин и центрифугировали
30 мин при 1500 g без охлаждения. Надосадоч�
ную жидкость (сыворотку крови) переносили в
стерильные пробирки объёмом 1,5 мл и замора�
живали при –80 °С.

Иммуноферментный анализ. В качестве анти�
генов на планшеты сорбировали белки, исполь�
зованные для иммунизации, вирус SARS�CoV�2,
инактивированный формалином, и RBD Spike�
белка вируса SARS�CoV�2. Получение инакти�
вированного SARS�CoV�2 и RBD Spike�белка
вируса SARS�CoV�2, а также детальный прото�
кол ИФА описаны ранее [7]. Кратко, в 96�луноч�
ных планшетах Maxisorp («Thermo Scientific»,
Дания) в течение ночи при 4 °С проводили сорб�
цию антигенов, после отмывки планшеты инку�
бировали в течение 2 ч с блокирующим буфером
(PBS, содержащий 5% сухого молока; «ТФ Ди�
тол», Россия), повторно отмывали и вносили се�
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Таблица 1. Характеристика полученных рекомбинантных белков

№ 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Локализация белка
после разрушения

биомассы 

тельца включения

тельца включения

растворимая фракция

растворимая фракция

тельца включения

тельца включения

растворимая фракция

растворимая фракция

тельца включения

растворимая фракция

тельца включения

тельца включения

Теоретическая
изоэлектрическая

точка (pI)

8,83

9,39

8,58

9,10

9,45

9,49

9,06

9,07

9,05

9,13

9,29

8,43

Поглощение
водного раствора

белка
(1 мг/мл)

при 280 нм для
восстановленной

формы

0,318

0,349

0,483

0,488

�

�

�

�

�

�

�

0,831

Белок

Rop�D2�Rop�Tri�HBD

Rop�D3�Rop�Tri�HBD

Rop�D2�Rop�ALD�HBD

Rop�D3�Rop�ALD�HBD

Rop�D4�Rop�Tri�HBD

Rop�D8�Rop�Tri�HBD

Rop�D4�Rop�ALD�HBD

Rop�D8�Rop�ALD�HBD

Rop�D6�Rop�Tri�HBD

Rop�D13�Rop�ALD�HBD

Rop�D13�Rop�Tri�HBD

Rop�RBM�Rop�Tri�HBD

Молеку�
лярная

масса, Да

18 714

21 359

36 102

38 747

17 491

17 627

34 878

35 014

34 966

35 215

17 827

245 628

Поглощение
водного
раствора

белка
(1 мг/мл) при

280 нм для
полностью

окисленной
формы

0,325

0,355

0,486

0,491

0,256

0,169

0,457

0,412

0,456

0,495

0,334

0,836

Примечание. Для белков, не образующих дисульфидную связь, поглощение водного раствора белка при 280 нм для вос�
становленной формы не исследовали. Данные для белков в строках 1–4 получены ранее [7] и приведены для удобства
сравнения.
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рии десятикратных разведений сывороток мы�
шей. В качестве вторичных антител использова�
ли меченые пероксидазой хрена Goat anti mouse
IgG (H+L) HRP («Invitrogen», США) в разведе�
нии 1 : 1200 (вносили по 100 мкл в лунку). В ка�
честве цветного субстрата использовали рас�
твор TMB («Биосервис», Россия), реакцию оста�
навливали добавлением 1 N H2SO4. Поглощение
при длине волны 450 нм измеряли на мульти�
планшетном ридере с LVF монохроматорами
CLARIOstar («BMG Labtech», США).

Оценку активации клеточного иммунитета
проводили по уровню синтеза цитокинов спле�
ноцитами иммунизированных мышей методом
мультиплексного иммунологического анализа.
При этом использовали панель MILLIPLEX
MAP Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel («Merck�Millipore», США), основанную на
измерении уровня 32 регуляторных, про� и про�
тивовоспалительных цитокинов, хемокинов и
факторов роста (G�CSF, GM�CSF, IFN�γ, IL�1α,
IL�1β, IL�2, IL�3, IL�4, IL�5, IL�6, IL�7, IL�9, IL�
10, IL�12 (p40), IL�12 (p70), IL�13, IL�15, IL�17,
IP�10, KC, LIF, LIX, MCP�1, M�CSF, MIG, MIP�
1α, MIP�1β, MIP�2, RANTES, TNF�α, VEGF,
эотаксин/CCL11). Все анализы проводили в со�
ответствии с протоколом производителя, ис�
пользуя рекомендуемые разведения образцов и
концентрации стандартной кривой. Измерения
проводили на приборе MAGPIX с программным
обеспечением xPONENT версии 4.2 («Luminex
Corp.», США).

Спленоциты (макрофаги, дендритные клет�
ки, Т� и В�лимфоциты) выделяли из селезёнки
мышей через 2 недели после первого экспери�
мента по иммунизации. Эвтаназированных мы�
шей обмывали 96%�ным спиртом, после чего в
асептических условиях проводили вскрытие
брюшной полости, извлекали селезёнки и поме�
щали их в стерильную холодную среду DMEM
(«ПанЭко», Россия). Для выделения культуры
спленоцитов использовали набор для разруше�
ния тканей Tissue Grinder Homogenizer
Kit («Sigma», США). Стерилизацию инструмен�
тов проводили путём промывания в 96%�ном
спирте и прожигания в пламени спиртовки.
Стерильно собирали инструмент для разруше�
ния тканей, использовали сетки 100 mesh и
200 mesh («Sigma»). Селезёнки нарезали на
фрагменты и протирали через сито в 9�см чашки
Петри с ледяной средой DMEM, после чего сус�
пензию переносили в стерильные центрифуж�
ные пробирки объёмом 15 мл. Суспензию цент�
рифугировали при 200 g 15 мин, после чего су�
пернатант удаляли. Клеточный осадок ресус�
пендировали в буфере для лизиса эритроцитов
(150 мМ NH4Cl, 10 мМ KHCO3, 1 мМ EDTA,

pH 7,0–7,6) и инкубировали 40 с в темноте во
льду, после чего разбавляли ледяной сре�
дой DMEM и центрифугировали при 200 g
15 мин. Супернатант полностью удаляли, а бе�
лый клеточный осадок ресуспендировали в пол�
ной ростовой культуральной среде RPMI�1640,
включающей 10% FBS («HyClone»), 2 мМ L�глу�
тамина («ПанЭко»), антибиотик�антимико�
тик («Sigma»), 0,05 мМ 2�меркаптоэтано�
ла («Sigma»), среду RPMI�1640 без глутами�
на («ПанЭко»). Затем проводили подсчёт клеток
в суспензии с помощью камеры Горяева. Кле�
точную суспензию разводили до концентрации
5 × 106–107 кл./мл и вносили по 100 мкл в каж�
дую лунку планшета. Клетки инкубировали в
течение 1–1,5 ч в СО2�инкубаторе, после чего
вносили разведения антигенов и контролей.
Планшет инкубировали в течение 18–24 ч в
СО2�инкубаторе, после чего переносили культу�
ральную среду в микропробирки, замораживали
при –80 °С и хранили до проведения анализа.

Анализ спленоцитов, полученных после пер�
вого эксперимента по иммунизации (бел�
ки 5–11 в табл. 1 с адъювантом 1), проводили
одновременно с анализом спленоцитов, выде�
ленных ранее после иммунизации белками 1–4
из табл. 1 с адъювантом 1 [7] (планшеты храни�
ли при –80 °С до проведения анализа).

Реакция микронейтрализации. Для обнаруже�
ния нейтрализующих антител использовали ре�
акцию микронейтрализации на основе
TCID50 (Median Tissue Culture Infectious Dose)
[8]. Сыворотки мышей, полученные после трёх�
кратной иммунизации с двухнедельными ин�
тервалами, прогревали 60 мин при 56 °С, чтобы
избежать связанного с комплементом снижения
вирусной активности. Затем готовили серию
двукратных разведений сыворотки на среде
MEM с добавлением 2% HI�FBS в объёме
60 мкл, начиная с 1 : 10 (в пересчёте на цельную
сыворотку). Каждое разведение сыворотки сме�
шивали в равном объёме (60 мкл) с живым ви�
русом SARS�CoV�2 (hCoV�19/Russia/StPetersburg�
3524/2020 EPI_ISL_415710 GISAID), содержа�
щим 25 TCID50/50 мкл, и инкубировали 1 ч при
37 °С. Затем 100 мкл разведений переносили в
96�луночные планшеты с монослоем клеток
Vero (ATCC CCL�81). Планшеты инкубировали
при 37 °С в атмосфере 5% CO2 в течение 4 сут.,
после чего проверяли на наличие ЦПД (цитопа�
тическое действие). Нейтрализацию регистри�
ровали, если 100% клеток в лунке сохранялись
без видимых бляшек или цитопатического эф�
фекта. Нейтрализующий титр сыворотки выра�
жали как значение, обратное самому высокому
разведению сыворотки, в котором была показа�
на нейтрализующая активность [9].
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Эксперименты с использованием реакции
микронейтрализации проводили дважды. В пер�
вой реакции микронейтрализации анализирова�
ли сыворотки, полученные в данной работе и
ранее [7], после иммунизации белками Rop�D2�
Rop�Tri�HBD, Rop�D3�Rop�Tri�HBD, Rop�D2�
Rop�ALD�HBD, Rop�D3�Rop�ALD�HBD, Rop�
D4�Rop�Tri�HBD, Rop�D4�Rop�ALD�HBD и
Rop�D13�Rop�Tri�HBD с адъювантом 1, во вто�
рой реакции – сыворотки, полученные после
иммунизации теми же белками, а также белками
Rop�RBM�Rop�Tri�HBD и RBD («Mount Sinai»)
с адъювантом 2. Все эксперименты проводили в
лаборатории BSL3.

Статистический анализ. Статистический ана�
лиз проводили с использованием программ па�
кета Statistica 12.0 («Statsoft», США). Нормаль�
ность распределения проверяли с помощью тес�
та Колмогорова–Смирнова. Данные представ�
ляли как среднее ± стандартное отклоне�
ние (SD) или как среднее геометричес�
кое ± стандартное геометрическое отклонение
логарифма по основанию 2 титра сывороток ан�
тител. Статистическую значимость различий
оценивали с помощью двухстороннего диспер�
сионного анализа (one�way ANOVA) с апостери�
орным анализом по Тьюки. Различия считали
значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Дизайн рекомбинантных белков. На основе
анализа структур Spike�белка коронавируса
SARS�CoV�2 в комплексе с ACE�2 и нейтрали�
зующими антителами в дополнение к ранее
выбранным двум эпитопам Spike�белка вируса
SARS�CoV�2 – D2 (470–490 а.о.) и D3
(453–494 а.о.) [7] – было выбрано ещё четыре
поверхностных эпитопа: D4 (496–507 а.о.),
D6 (144–153 а.о.), D8 (337–346 а.о.),
D13 (414–425 а.о.) (рис. 1). Все детерминанты,
за исключением D8, имеющей α�спиральную
конформацию, имеют петлеобразную конфор�
мацию со сближенными N� и С�концами. Ре�
комбинантные белки, несущие эпитопы D4, D6,
D8 и D13, организованы аналогично ранее по�
лученным белкам с эпитопами D2 и D3 [7]. Для
дополнительной фиксации N� и C�концов эпи�
топов и обеспечения их конформационной ста�
бильности аминокислотная последовательность
всех эпитопов фланкирована взаимодействую�
щими между собой α�спиралями Rop�подобно�
го белка из M. capsulatus. При этом петлеобраз�
ные детерминанты вставлены в поворот между
спиралями непосредственно, а в случае эпито�
па D8 – между эпитопом и α�спиралями Rop�

подобного белка введены гибкие глицин�содер�
жащие спейсеры. В качестве доменов, обеспе�
чивающих мультимеризацию (в данном слу�
чае – тримеризацию) эпитопов, выбраны либо
α�спираль, участвующая в тримеризации Spike�
белка SARS�CoV�2 (Tri), либо альдолаза из
T. maritima (ALD). Кроме того, в состав гибрид�
ных белков включен фрагмент гемагглютини�
на HBHA из М. tuberculosis, соответствующий ге�
парин�связывающему домену (HBD).

Молекулярные массы мономерных белков
находятся в пределах 17–19 кДа для белков на
основе тримеризатора из коронавируса и
35–39 кДа – для белков на основе альдолазы,
что с учётом тримеризации должно быть доста�
точно для эффективной выработки антител.

В качестве одного из контрольных белков
для исследования вируснейтрализующей актив�
ности сывороток на основе тех же белковых
компонентов был сконструирован гибридный
белок Rop�RBM�Rop�Tri�HBD, в котором в по�
ворот между двумя спиралями Rop�подобного
белка был вставлен фрагмент Spike�белка SARS�
CoV�2 с 433 по 511 а.о., включающий последова�
тельности детерминант D2, D3 и D4.

Получение и очистка рекомбинантных бел�
ков. Клонирование генов рекомбинантных бел�
ков проводили на основе ранее полученных
конструкций [7], как описано в разделе «Мате�
риалы и методы». Все генно�инженерные
конструкции обеспечивали высокий уровень
экспрессии генов, за исключением гена белка
Rop�D6�Rop�ALD�HBD, который по этой при�
чине не использовали в работе. Белки на осно�
ве тримеризационного домена из коронавируса
нарабатывались в виде телец включений, а бел�
ки на основе альдолазы синтезировались в
растворимой форме. Соответственно, схемы
выделения этих белков различались: белки с
тримеризатором из SARS�CoV�2 выделяли в де�
натурирующих условиях в присутствии мочеви�
ны, а белки с альдолазой – в неденатурирую�
щих условиях. При этом на первой стадии
очистки для всех белков использовали хрома�
тографию на сорбенте WorkBeads 40S, на вто�
рой – на гепарин�сефарозе, что обеспечивалось
присутствием гепарин�связывающего домена в
белках.

Молекулярные массы, вычисленные на ос�
новании аминокислотных последовательнос�
тей, и теоретические значения некоторых пара�
метров рекомбинантных белков представлены в
табл. 1 (в табл. 1 включены также данные для ра�
нее полученных белков с эпитопами D2 и D3 [7]
для удобства сравнения).

Электрофоретическое разделение очищен�
ных белков показано на рис. 2. Различная
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электрофоретическая подвижность белков с
эпитопами D2 и D3, содержащими в аминокис�
лотных последовательностях по два цистеина, в
присутствии и при отсутствии восстанавливаю�
щего агента дитиотреитола (ДТТ), свидетель�
ствует о том, что очищенные белки формируют
дисульфидную связь. Наличие дисульфидной
связи в белке, содержащем последовательность
с детерминантами D2/D3, показано ранее масс�

спектрометрическим анализом триптических
пептидов [7].

Иммуногенные композиции, иммунизация мы�
шей. На основе семи рекомбинантных белков с
петлеобразными эпитопами (их характеристика
приведена в строках 5–11 табл. 1) и адъюванта 1
были получены композиции для иммунизации
мышей инбредной линии BALB/C. Наличие
специфических иммуноглобулинов класса G
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Рис. 1. Участок последовательности Spike�белка вируса SARS�CoV�2 и последовательности эпитопов, используемые в ра�
боте (выделены зелёным цветом). Жёлтым цветом выделены а.о., входящие в линейные эпитопы S406–420, S455–469,
S475–499 и S495–509 (из статьи Lu et al. [5]), последовательности которых перекрываются с последовательностями иссле�
дуемых конформационных эпитопов. Красным цветом выделены вариабельные а.о. в различных вариантах SARS�CoV�2.
Полужирным шрифтом и значком Δ выделены а.о., делетированные в Spike�белке варианта SARS�CoV�2 Омик�
рон (B.1.1.529). Бирюзовым цветом выделены начальный и концевой а.о. фрагмента, входящего в состав конструкции
Rop�RBM�Rop�Tri�HBD. Элементы вторичной структуры (α�спиральные участки (H), β�тяжи (S)) и сайты гликозилиро�
вания (G) отмечены в строках ниже аминокислотной последовательности напротив соответствующих остатков в соответ�
ствии с данными из комплекса Spike�белка SARS�CoV�2 с нейтрализующим антителом (цепь А, PDB: 7C2L)
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(IgG) в образцах сывороток мышей определяли
через 2 недели после трёхкратной иммунизации
с интервалом в 2 недели. В качестве антигенов
использовали те же белки, которые применяли
для иммунизации, вирус SARS�CoV�2, инакти�
вированный формалином, и RBD Spike�белка
вируса SARS�CoV�2. Результаты анализа, а так�
же ранее полученные данные для белков, содер�
жащих эпитопы D2 и D3, представлены в
табл. 2. Все гибридные белки вызывали у мышей
образование антител класса IgG, в высоком тит�
ре взаимодействующих с использованным для
иммунизации антигеном. Белки, содержащие
детерминанты D2 и D3, как было показано ра�
нее [7], с достаточно высоким титром взаимо�
действовали также и с инактивированным виру�
сом, и с RBD. Также с RBD взаимодействовал
белок Rop�D13�Rop�Tri�HBD. Наиболее имму�
ногенными являются все белки с альдолазным
доменом и белки Rop�D13�Rop�Tri�HBD и Rop�
D4�Rop�Tri�HBD. Наиболее выраженный ответ
к RBD наблюдался в случае белка Rop�D3�Rop�
ALD�HBD. Наиболее выраженный ответ к
инактивированному вирусу SARS�CoV�2 на�
блюдался в группе животных, иммунизирован�
ных белком Rop�D2�Rop�ALD�HBD.

Исследование клеточного иммунитета. Иссле�
дование активации клеточного иммунитета про�

водили, измеряя уровень синтеза цитокинов
спленоцитами иммунизированных мышей. При
этом спленоциты (макрофаги, дендритные
клетки, Т� и В�лимфоциты), выделенные из се�
лезёнок мышей через 2 недели после трёхкрат�
ной (с двухнедельными перерывами) иммуниза�
ции с адъювантом 1, подвергали суточному воз�
действию теми же антигенами, после чего изме�
ряли степень их ответа на стимуляцию путём
определения уровней цитокинов, хемокинов и
факторов роста в среде, где проходил этот про�
цесс. Панель, используемая для оценки иммун�
ного ответа, основана на измерении уровня
32 регуляторных, про� и противовоспалитель�
ных цитокинов, хемокинов и факторов роста.
Результаты эксперимента представлены на
рис. 3. Максимально выраженный уровень по�
вышения цитокинов наблюдался в случае ответа
на белок Rop�D3�Rop�ALD�HBD, несколько
менее выраженный – в случае белков Rop�D2�
Rop�Tri�HBD, Rop�D3�Rop�Tri�HBD, Rop�D2�
Rop�ALD�HBD, Rop�D4�Rop�Tri�HBD, Rop�
D4�Rop�ALD�HBD и Rop�D13�Rop�Tri�HBD.

Максимальный ответ на белок Rop�D3�Rop�
ALD�HBD (рис. 3) совпадает с максимальным
титром антител, специфичных к RBD Spike�бел�
ка SARS�CoV�2, характерным для данного белка
(табл. 2).
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Рис. 2. Электрофореграммы разделения препаратов рекомбинантных белков в 12%�ном ПААГ. M – маркер молекулярной
массы 14,4–97,4 кДа («Bio�Rad», США); 1 – белок Rop�D2�Rop�Tri�HBD в присутствии ДТТ; 2 – белок Rop�D2�Rop�Tri�
HBD без ДТТ; 3 – белок Rop�D3�Rop�Tri�HBD в присутствии ДТТ; 4 – белок Rop�D3�Rop�Tri�HBD без ДТТ; 5 – белок
Rop�D4�Rop�Tri�HBD; 6 – белок Rop�D8�Rop�Tri�HBD; 7 – белок Rop�D6�Rop�Tri�HBD; 8 – белок Rop�D13�Rop�Tri�
HBD; 9 – белок Rop�RBM�Rop�Tri�HBD в присутствии ДТТ; 10 – белок Rop�RBM�Rop�Tri�HBD без ДТТ; 11 – белок Rop�
D2�Rop�ALD�HBD в присутствии ДТТ; 12 – белок Rop�D2�Rop�ALD�HBD без ДТТ; 13 – белок Rop�D3�Rop�ALD�HBD
в присутствии ДТТ; 14 – белок Rop�D3�Rop�ALD�HBD без ДТТ; 15 – белок Rop�D4�Rop�ALD�HBD; 16 – белок Rop�D8�
Rop�ALD�HBD; 17 – белок Rop�D13�Rop�ALD�HBD
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Таким образом, максимально выраженный
клеточный ответ вызывали гибридные белки
Rop�D2�Rop�Tri�HBD, Rop�D3�Rop�Tri�HBD,
Rop�D2�Rop�ALD�HBD, Rop�D3�Rop�ALD�
HBD, Rop�D4�Rop�Tri�HBD, Rop�D4�Rop�
ALD�HBD и Rop�D13�Rop�Tri�HBD. Далее ин�
тересно было выяснить, обладают ли антитела,
образующиеся у мышей после иммунизации
этими белками, вируснейтрализующей актив�
ностью.

Реакция микронейтрализации. Для обнаруже�
ния нейтрализующих антител проводили реак�
цию микронейтрализации на основе TCID50 с
сыворотками иммунизированных мышей.

В первой реакции микронейтрализации ана�
лизировали сыворотки мышей, полученные
после первого эксперимента по иммунизации
(трёхкратная иммунизация с двухнедельными
интервалами с адъювантом 1), а также сыворот�
ки, полученные ранее при иммунизации белка�
ми с эпитопами D2 и D3 и адъювантом 1 [7].
Ни одна из сывороток в условиях реакции мик�
ронейтрализации (см. «Материалы и методы»)
не оказалась способной нейтрализовать вирус
SARS�CoV�2.

Во второй реакции микронейтрализации
анализировали сыворотки, полученные после

второго эксперимента по иммунизации (трёх�
кратная иммунизация через 2 недели, но с ис�
пользованием адъюванта 2). Помимо отобран�
ных рекомбинантных белков, содержащих ис�
следуемые эпитопы, для иммунизации также
использовали ранее выделенные рекомбинант�
ные белки с эпитопами D2 и D3 [7], полученный
в данной работе белок Rop�RBM�Rop�Tri�HBD
и коммерческий препарат RBD («Mount Sinai»).
Данные по реакции микронейтрализации при�
ведены в табл. 2. В результате модификации
адъюванта в случае ряда разведений сывороток
было показано отсутствие цитопатического
действия на клетки живого вируса SARS�CoV�2
(hCoV�19/Russia/StPetersburg�3524/2020
EPI_ISL_415710 GISAID), это свидетельствует о
том, что в ответ на иммунизацию гибридными
белками, содержащими небольшие антигенные
детерминанты Spike�белка SARS�CoV�2, обра�
зуются специфические антитела, способные
нейтрализовать клинический изолят вируса.
Максимальные значения среднего геометричес�
кого титра (СГТ) продемонстрировали сыворот�
ки, полученные при иммунизации белками
Rop�D13�Rop�Tri�HBD (6,7), Rop�D2�Rop�Tri�
HBD (7,4), Rop�D4�Rop�Tri�HBD (8,2). Сыво�
ротки, полученные при иммунизации контроль�
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Таблица 2. Титры сывороточных антител, определённых методом иммуноферментного анализа к различным антигенам в
сыворотках мышей после трёхкратной иммунизации, а также в экспериментах по вируснейтрализации

Группа
мышей

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

Белок

физиологический раствор

Rop�D2�Rop�Tri�HBD

Rop�D3�Rop�Tri�HBD

Rop�D4�Rop�Tri�HBD

Rop�D6�Rop�Tri�HBD

Rop�D8�Rop�Tri�HBD

Rop�D13�Rop�Tri�HBD

Rop�D2�Rop�ALD�HBD

Rop�D3�Rop�ALD�HBD

Rop�D4�Rop�ALD�HBD

Rop�D8�Rop�ALD�HBD

Rop�D13�Rop�ALD�HBD

Rop�RBM�Rop�Tri�HBD

RBD

Антиген,
использованный

при иммунизации

< 7,0 ± 1,00

14,21 ± 1,04

13,48 ± 1,19

> 15,64 ± 1,00

10,57 ± 1,40

8,64 ± 1,32

> 15,64 ± 1,00

> 15,64 ± 1,00

> 15,64 ± 1,00

> 5,64 ± 1,00

> 15,64 ± 1,00

> 15,64 ± 1,00

–

–

Инактивированный
формалином
SARS�CoV�2

< 7,0 ± 1,00

8,64 ± 1,00

9,67 ± 1,18

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

9,88 ± 1,12

9,75 ± 1,10

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

–

–

СГТ в реакции
микронейтрализации

(разброс значений)

5,0

7,4 (5; 10)

5,0

8,2 (5; 20)

–

–

6,7 (5; 10)

5,5 (5; 10)

5,5 (5; 10)

5,5 (5; 10)

–

–

11,0 (5; 20)

44,2 (20; 320)

RBD

< 7,0 ± 1,00

10,73 ± 1,12

11,44 ± 1,19

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

10,12 ± 1,16

11,36 ± 1,17

12,61 ± 1,08

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

< 7,0 ± 1,00

–

–

Примечание. Данные по ИФА представлены в виде среднего геометрического титра для группы (log2) ± стандартное гео�
метрическое отклонение, данные по вируснейтрализации – в виде среднего геометрического титра и разброса значений
титров сывороток; данные по ИФА для белков Rop�D2�Rop�Tri�HBD, Rop�D3�Rop�Tri�HBD, Rop�D2�Rop�ALD�HBD и
Rop�D3�Rop�ALD�HBD получены ранее [7] и приведены для удобства сравнения. Прочерк означает, что данный белок в
соответствующем эксперименте не использовали. СГТ – средний геометрический титр.
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Рис. 3. Кратные различия в медианных уровнях цитокинов/хемокинов/факторов роста у мышей, иммунизированных раз�
личными антигенами, по сравнению с контрольной группой. * Статистически значимые отличия от контрольной группы
(p < 0,05) по критерию Тьюки
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ным белком Rop�RBM�Rop�Tri�HBD и реком�
бинантным RBD («Mount Sinai»), показали СГТ
на уровне 11,0 и 44,2 (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы существенно расширили
список исследуемых поверхностных эпитопов
Spike�белка SARS�CoV�2: к исследованным ранее
эпитопам D2 (470–490 а.о.) и D3 (453–494 а.о.) [7]
добавилось ещё четыре эпитопа: D4 (496–507 а.о.),
D6 (144–153 а.о.), D8 (337–346 а.о.) и
D13 (414–425 а.о.) (рис. 1).

Важным обстоятельством при выборе эпито�
пов было то, что их последовательности должны
включать а.о. Spike�белка, взаимодействующие
с ACE2 и вируснейтрализующими антителами.
В связывании RBD с рецептором ACE2 участву�
ют а.о. в следующих положениях: 417, 446, 449,
453, 455, 456, 475, 486, 487, 489, 493, 496, 498,
500, 504, 502 и 505 [10]. Большинство этих а.о.
входит в состав выбранных эпитопов D2, D3,
D4, D8 и D13. Ряд описанных в литературе
нейтрализующих антител связывается с эпито�
пами в RBD, перекрывающимися с эпитопами,
анализируемыми в наших работах: P2B�2F6 [11],
BD23 [12], COVA2�39 [13], REGN10933 и
REGN10987 [14], LY�CoV555 [15].

N�концевой домен S1�субъединицы Spike�
белка (NTD) ограничен 20–286 а.о. Выделено
несколько нейтрализующих антител, связываю�
щихся с эпитопами в этом участке: 4A8 [16],
COV2�2676 и COV2�2489 [17], S2L28, S2M28 и
S2X333 [18]. Так что создание конструкций с
эпитопами, соответствующими районам NTD
(D6), также представляется перспективным.

Все эпитопы, за исключением D8, представ�
ляющего собой α�спираль, в структуре Spike�
белка SARS�CoV�2 имеют петлеобразную кон�
формацию со сближенными N� и C�концами.
Конформацию выбранных эпитопов фиксиро�
вали с помощью встраивания в место поворота
между двумя взаимодействующими друг с дру�
гом α�спиралями Rop�подобного белка из
M. capsulatus. К такой конструкции на C�конец
присоединяли тримеризующий модуль, пред�
ставляющий собой либо альдолазу из T. mariti*
ma, либо тримеризующую α�спираль из Spike�
белка SARS�CoV�2. На C�конец конструкции с
тримеризующим модулем помещали фрагмент
гемагглютинина из М. tuberculosis для облегче�
ния очистки гибридных белков с помощью хро�
матографии на гепарин�сефарозе.

Интересно отметить, что, несмотря на то что
абсолютно все полученные гибридные белки
вызывали у мышей образование антител клас�

са IgG, в высоком титре взаимодействующих с
использованным для иммунизации антигеном,
лишь белки, содержащие эпитопы D2 и D3, в
достаточно высоком титре взаимодействовали
также и с инактивированным вирусом. С RBD
Spike�белка SARS�CoV�2, синтезированным в
клетках прокариот, помимо белков с D2 и D3,
взаимодействовал также белок Rop�D13�Rop�
Tri�HBD. Те же белки, а также белки Rop�D4�
Rop�ALD�HBD и Rop�D4�Rop�Tri�HBD вызы�
вали максимально выраженное повышение
уровня цитокинов в исследовании активации
клеточного иммунитета. При рассмотрении
профиля повышенных в результате стимуляции
спленоцитов антигеном Rop�D3�Rop�ALD�
HBD (и в меньшей степени другими белками)
уровней цитокинов наблюдается развитие реак�
ций врождённого иммунного ответа с потенци�
альной дифференцировкой B�клеток. Также
можно отметить вовлечение самых ранних
признаков развития и других звеньев адаптив�
ного иммунного ответа на антиген, причём от�
мечается присутствие признаков дифференци�
ровки Т�клеток в Th1 (IFN�γ), а также присут�
ствие компонентов Th2 и Th17 (IL�4, IL�5 и IL�
17). Наличие регуляторных цитокинов – стиму�
лирующих (IL�1 и IL�12) и супрессирующих
(IL�10) молекул – характеризует полноценность
вызванного антигенами иммунного ответа. Тем
не менее, несмотря на выраженный иммунный
ответ, исследование вируснейтрализующей ак�
тивности сывороток, полученных при иммуни�
зации мышей с адъювантом 1, в реакции микро�
нейтрализации показало отрицательный ре�
зультат.

Известно, что выбор оптимального адъю�
ванта может иметь решающее значение для фор�
мирования иммунного ответа с образованием
протективных антител при формулировании
вакцины для определённого патогена [19]. Име�
ются данные о том, что агонисты Toll�подобных
рецепторов (TLR) могут функционировать в ка�
честве компонентов адъюванта для повышения
эффективности инактивированной ультрафио�
летом вакцины против SARS�CoV [20] или вак�
цинной композиции на основе рекомбинантно�
го белка, содержащего эктодомен Spike�белка
SARS�CoV [6]. При этом иммунизация мышей
эктодоменом Spike�белка SARS�CoV с наночас�
тицами из золота в качестве адъюванта не при�
водила к получению протективных антител [6].
Учитывая вышесказанное, мы модифицировали
адъювант для иммунизации – ввели в него вмес�
то монтанида ISA 201 и ретинола пальмитата
агонисты TLR – LPS из E. сoli O55:B5 и CpG�
олигодезоксинуклеотиды (ODN 1826). ДЭАЭ�
декстран 500, являющийся компонентом обоих
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адъювантов, в случае второго варианта адъюван�
та способствует также удержанию в месте введе�
ния (депонированию) CpG�олигонуклеотидов.
При иммунизации мышей гибридными белками
со вторым вариантом адъюванта удалось полу�
чить сыворотки, некоторые из которых проде�
монстрировали значимый уровень нейтрализа�
ции клинического изолята вируса SARS�CoV�2
в реакции микронейтрализации (табл. 2). При
этом наиболее выраженную нейтрализующую
активность продемонстрировали сыворотки,
полученные при иммунизации гибридными
белками Rop�D13�Rop�Tri�HBD, Rop�D2�Rop�
Tri�HBD и Rop�D4�Rop�Tri�HBD. Интересно
отметить, что все гибридные белки, вызываю�
щие образование нейтрализующих антител, по�
лучены с использованием сравнительно неболь�
шого тримеризационного домена из Spike�белка
коронавируса, а не достаточно крупного альдо�
лазного домена, что позволяет отдать предпоч�
тение менее высокомолекулярным белковым
носителям, смещающим соотношение в сторону
преобладания антигенной части белка. Возмож�
но, положительную роль также играет то, что
используемый тримеризационный домен про�
исходит из Spike�белка.

Гибридные белки, приводящие к максималь�
но выраженному иммунному ответу с образова�
нием нейтрализующих антител, содержат ко�
роткие петлеобразные эпитопы D2 и D4, распо�
ложенные в пределах RBM, или в области RBD,
предшествующей RBM (D13). Эти эпитопы в
значительной степени перекрываются с линей�
ными эпитопами S406–420, S475–499 и
S495–509 из статьи Lu et al. [5] (рис. 1). По дан�
ным, представленным в этой статье, все эти ли�
нейные эпитопы являются вируснейтрализую�
щими в отношении варианта G614 вируса
SARS�CoV�2 [5]. Это хорошо соответствует на�
шим результатам по вируснейтрализации кли�
нического изолята вируса hCoV�19/Russia/
StPetersburg�3524/2020 EPI_ISL_415710 GISAID,
также несущего замену D614G. При этом мак�
симальную способность к образованию нейтра�
лизующих антител, приближающуюся по значе�
нию СГТ к белку с целым RBM, продемонстри�
ровал белок, несущий короткий петлеобразный
эпитоп D4.

Все выбранные нами эпитопы несут а.о., му�
тировавшие в Spike�белке варианта SARS�CoV�2
Омикрон (B.1.1.529), вызвавшего максималь�
ную волну заболеваемости COVID�19 по срав�
нению с предыдущими [21]. При этом наиболь�
шее количество вариабельных а.о. сосредоточе�
но именно в области эпитопов, демонстрирую�
щих максимальный уровень вируснейтрализа�
ции по нашим данным (рис. 1). Это неудиви�

тельно, поскольку все выбранные нами детер�
минанты расположены на поверхности Spike�
белка, а тот участок RBD, в пределах которого
расположены вируснейтрализующие эпитопы,
непосредственно вовлечён во взаимодействие
с ACE2. Высокая «кучность» вариабельных
участков в области нейтрализующих эпитопов
позволит на основе уже имеющихся конструк�
ций быстро получать измененные варианты
последовательностей и корректировать нейтра�
лизующий ответ, направленный на соответству�
ющий мутантный вариант коронавируса. Воз�
можно, имеет смысл расширить границы эпито�
пов и использовать для разработки эпитопной
вакцины весь участок RBM, несущий макси�
мальное число вариабельных а.о. Это оправда�
но, поскольку в области RBM отсутствуют сай�
ты гликозилирования, рекомбинантный белок с
RBM эффективно нарабатывается в E. coli, де�
монстрирует высокую степень очистки, подвер�
гается правильному рефолдингу с образованием
дисульфидной связи и имеет максимальный
уровень СГТ в реакции микронейтрализации из
всех гибридных белков, полученных микробио�
логическим синтезом.

Следует отметить, что, несмотря на положи�
тельный результат, показанный в реакции мик�
ронейтрализации, демонстрирующий принци�
пиальную возможность образования измеримых
количеств нейтрализующих антител при имму�
низации рекомбинантными белками с неболь�
шими петлеобразными эпитопами RBD Spike�
белка вируса SARS�CoV�2, полученные значе�
ния СГТ сывороток невелики по сравнению с
полноразмерным RBD, синтезированным в
клетках эукариот. Это определяет необходи�
мость дальнейшей работы по созданию эпитоп�
ных вакцин для профилактики коронавирусной
инфекции, которая возможна по следующим
направлениям: 1) поиск новых перспективных
вируснейтрализующих эпитопов в составе бел�
ков SARS�CoV�2, например, на основе исполь�
зования экспериментальных данных по характе�
ристике линейных эпитопов, хорошо коррели�
рующих с данными по конформационным эпи�
топам; 2) комбинированное использование не�
скольких гибридных белков для иммунизации с
варьированием дозы антигенов; 3) укрупнение
петлеобразных эпитопов, одним из которых мо�
жет быть RBM; 4) оптимизация платформы для
мультимеризации эпитопов.

Поскольку одним из наиболее значимых ре�
зультатов работы является подбор адъюванта,
способствующего формированию вируснейтра�
лизующих антител даже при использовании в
качестве антигенов рекомбинантных белков с
очень короткими участками последовательнос�
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ти Spike�белка вируса SARS�CoV�2, было бы ин�
тересно охарактеризовать иммуногенность бел�
ков, вызывающих образование нейтрализую�
щих антител, способность получаемых при им�
мунизации ими сывороток связываться с RBD
Spike�белка SARS�CoV�2 и инактивированным
вирусом, а также оценить влияние иммуниза�
ции этими белками на клеточный иммунитет,
чтобы иметь возможность предсказывать ней�
трализующую активность белков на основании
более простых экспериментов без использова�
ния живого вируса. Это также может быть од�
ним из направлений дальнейших исследований.

Таким образом, в результате проведённой
работы получены гибридные рекомбинантные
белки, включающие небольшие петлеобразные
конформационные эпитопы из RBD и N�конце�
вого домена Spike�белка вируса SARS�CoV�2.
Показана высокая иммуногенность полученных
белков. Для ряда белков, содержащих эпитопы
из RBD Spike�белка вируса SARS�CoV�2, проде�
монстрирована способность сывороток, полу�
ченных при иммунизации данными белками, в
высоком титре связываться с RBD, синтезиро�
ванным в клетках эукариот, и с инактивирован�
ным вирусом SARS�CoV�2. Исследована акти�

вация клеточного иммунитета при иммуниза�
ции рекомбинантными белками по уровню син�
теза цитокинов спленоцитами иммунизирован�
ных мышей. После модификации адъюванта,
заключающейся во введении в него агонис�
тов TLR – LPS и CpG�олигонуклеотидов – для
ряда белков показана нейтрализующая актив�
ность сывороток в реакции микронейтрализа�
ции в отношении живого вируса SARS�CoV�2.
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Based on the previously proposed approach, hybrid recombinant proteins, potential components of epitope vaccines
containing short conformational epitopes of the receptor�binding domain of the Spike protein of the SARS�CoV�2
virus, were obtained by synthesis in Escherichia coli cells (144�153, 337�346, 414�425, 496�507 a.a.), which imple�
ment a large number of protein�protein interactions in complexes with neutralizing antibodies and ACE2
(angiotensin�converting enzyme 2). The obtained proteins were used for immunization of mice three times with an
interval of 2 weeks, and the immunogenicity of protein antigens and the ability of sera to interact with the inactivat�
ed SARS�CoV�2 virus and with the RBD of the Spike protein obtained in a eukaryotic producer were studied. All
recombinant proteins showed high immunogenicity. The highest titer upon binding to the RBD of the Spike protein
was demonstrated by the serum obtained by immunization with a protein based on epitope 414�425. At the same time,
the serum titers upon binding to the inactivated virus and RBD in the case of other proteins turned out to be signifi�
cantly lower than the titers for the previously obtained four proteins based on loop�like epitopes 452�494 and 470�491,
the conformation of which was additionally fixed by a disulfide bond. For all proteins obtained earlier and in this work,
we studied the activation of cellular immunity, which was detected by the level of cytokine synthesis by splenocytes of
immunized mice. The most pronounced level of increased cytokine synthesis was observed in the case of a response
to proteins, including epitopes with disulfide bonds (452�494, 470�491), as well as epitopes 414�425 and 496�507.
After optimization of the adjuvant for some recombinant proteins with short conformational epitopes of the RBD of
the Spike protein, mouse sera were obtained showing a virus�neutralizing effect in the microneutralization reaction
with live virus SARS�CoV�2 (hCoV�19/Russia/StPetersburg�3524/2020 EPI_ISL_415710 GISAID). The results
obtained can be used to develop epitope vaccines for the prevention of COVID�19 and other viral infections.
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Клеточным сигналом в ответ на повреждение ДНК является реакция (ADP�рибозил)ирования, катализиру�
емая ДНК�зависимыми белками семейства поли(ADP�рибозо)полимераз (PARP) – PARP1, PARP2 и
PARP3. Эти белки являются участниками процесса эксцизионной репарации оснований (BER). Несмотря
на обширные исследования, остаётся неизвестным, каким образом PARP участвуют в регуляции процес�
са BER и как распределяются роли между ДНК�зависимыми членами семейства. В настоящей работе мы
исследовали взаимодействие ДНК�зависимых белков семейства PARP с нуклеосомными частицами, содер�
жащими в своем составе ДНК�интермедиаты начальных стадий процесса BER. Для этого были реконструи�
рованы нуклеосомы на основе последовательности ДНК Widom «Clone 603», содержащие повреждение
вблизи одного из тупых концов ДНК�дуплекса. Были определены константы диссоциации комплексов
PARP c нуклеосомами, ДНК которых содержали урацил (Native), апуриновый/апиримидиновый сайт (AP�
сайт) или однонуклеотидную брешь c 5′�dRp�фрагментом (Gap). Показано, что сродство белков к нуклео�
соме увеличивается в ряду PARP3 << PARP2 < PARP1, а сродство каждого белка к определённому типу пов�
реждений увеличивается в ряду Native = AP�сайт < Gap для PARP1 и PARP2 и Gap <<< Native = AP�сайт –
для PARP3. Также были определены области взаимодействия белков PARP с нуклеосомой методами боргид�
ридной сшивки и футпринтинга. На основании полученных и литературных данных обсуждены закономер�
ности вовлечения PARP1, PARP2 и PARP3 во взаимодействие с нуклеосомными частицами, содержащими
ДНК�интермедиаты процесса BER.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нуклеосома, PARP1, PARP2, PARP3, BER.
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СЕМЕЙСТВА PARP С НУКЛЕОСОМНЫМИ ЧАСТИЦАМИ,
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ВВЕДЕНИЕ

BER (base excision repair) – система эксцизи�
онной репарации оснований ДНК, действие ко�
торой направлено на удаление небольших пов�
реждений, возникающих в процессе нормаль�
ной жизнедеятельности клетки и не вызываю�
щих значительных искажений структуры двой�
ной спирали ДНК. К таким повреждениям от�
носятся апуриновые/апиримидиновые сай�

ты (АР�сайты), алкилированные или окислен�
ные азотистые основания [1–3]. Процесс BER
проходит в несколько этапов и требует актив�
ности целого ряда ферментов и белковых факто�
ров. На первом этапе происходит распознавание
повреждённого азотистого основания с после�
дующим его удалением; на втором этапе проис�
ходит гидролиз сахарно�фосфатного остова по
остатку АР�сайта; на третьем – реализуется про�
цессинг разрыва, включающий коррекцию кон�
цов разрыва и включение комплементарно�
го dNMP; на последнем этапе происходит лиги�
рование цепи ДНК [4].

Несмотря на то что сам процесс BER извес�
тен достаточно давно, механизмы его регуляции
являются основным предметом исследований
многих лабораторий. В ответ на повреждение
молекулы ДНК регуляция процессов репарации
осуществляется в том числе с помощью клеточ�
ного сигнала поли(ADP�рибозил)ирова�
ния (PARилирования), катализируемого белка�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : пнт – пара нуклеотидов;
AP�сайт – апуриновый/апиримидиновый сайт; AP�клас�
тер – кластер AP�сайтов; APE1 – апуриновая/апиримиди�
новая эндонуклеаза 1; BER – эксцизионная репарация ос�
нований; DNase I – дезоксирибонуклеаза I; 5′�dRP – 5′�де�
зоксирибозофосфат; Gap – 5′�dRp�фрагмент; NCP – нук�
леосома, нуклеосомная частица; PARилирование – по�
ли(ADP�рибозил)ирование; PARP – поли(ADP�рибо�
зо)полимераза; UDG – урацил�ДНК�гликозилаза.

* Адресат для корреспонденции.
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ми семейства поли(ADP�рибозо)полимераз
(PARP) [5]. Из 17 представителей семейства
PARP три белка (PARP1, PARP2 и PARP3) явля�
ются ДНК�зависимыми, активируются и участ�
вуют в формировании клеточного ответа на по�
вреждение ДНК [6–8]. Белки PARP1 и PARP2 ка�
тализируют присоединение полимера ADP�ри�
бозы, а PARP3 – перенос одного остатка ADP�
рибозы на белок�акцептор [7–9]. Их мишенями
преимущественно являются белки, обеспечива�
ющие динамику процесса укладки хроматина и
метаболизм ДНК, включая гистоны, транскрип�
ционные факторы, белки репарации ДНК, а
также сами PARP1, PARP2 и PARP3 [8, 10–14].

Белок PARP1 способен распознавать различ�
ные повреждения ДНК, в том числе интермеди�
аты процесса BER, активируется при взаимо�
действии с ними и катализирует реак�
цию PARилирования в ответ на их появление [9,
15–22]. PARP2 активируется при взаимодей�
ствии с одноцепочечными разрывами, частич�
ными ДНК�дуплексами с одно� и двунуклеотид�
ными брешами и флэп�структурами [9, 21–26].
Было показано, что PARP3 также может высту�
пать в роли сенсора одноцепочечных разрывов,
но, в отличие от PARP1, PARP3 активируется
in vitro только в том случае, если 5′�конец разры�
ва содержит фосфатную группу [24, 11]. Кроме
того, было показано, что PARP1, PARP2
и PARP3 катализируют ADP�рибозилирова�
ние ДНК, и реакция идёт наиболее эффективно
при взаимодействии с ДНК�дуплексами, содер�
жащими однонуклеотидную брешь с канони�
ческими 5′�P� и 3′�OH�группами [27–29].

На сегодняшний день множество работ по
исследованию регуляции процесса BER с по�
мощью ДНК�зависимых белков PARP были
проведены в контексте свободных ДНК�
субстратов, тогда как в клетке ДНК компактизо�
вана в хроматин. Базовой структурной единицей
хроматина является нуклеосома (NCP). Нуклео�
сома представляет собой белок�нуклеиновый
комплекс, в котором вокруг белкового ядра на�
мотана ДНК длиной 147 пнт [30, 31] (рис. 1, а).
Ядро нуклеосомы состоит из четырёх гетероди�
меров гистонов: двух H3–H4 и двух H2A–H2B.
Гистоны являются высококонсервативными
белками среди эукариот и имеют молекулярную
массу ~11–15 кДа. Гистоновый октамер связы�
вается с ДНК длиной ~121 пнт, ещё по 13 пнт с
концов ДНК поддерживается за счёт взаимодей�
ствий с N�концевыми α�спиралями гисто�
нов H3. Кроме того, 8 оставшихся N� и C�«хвос�
тов» гистонов, имеющих большую подвиж�
ность, выступают за пределы нуклеосомного яд�
ра. Потенциально эти участки могут влиять на
белок�нуклеиновые взаимодействия других,

например репарационных ДНК�связывающих
белков. Нуклеотиды в составе ДНК�дуплекса
располагаются несимметрично относительно
гистонового октамера и могут быть обращены
внутрь, наружу или занимать промежуточное
положение относительно октамера гисто�
нов [32]. Различная ориентация нуклеотидов
накладывает отпечаток на функциональную ак�
тивность ферментов при их взаимодействии с
нуклеосомой [33, 34]. Наиболее доступными для
ферментов являются ориентированные наружу
нуклеотиды, наименее – ориентированные
внутрь.

На сегодняшний день известно, что при взаи�
модействии с нуклеосомной частицей PARP1
связывается как с нуклеосомной ДНК [35], так и
с октамером гистонов [36, 37]. PARP2 тоже спо�
собен эффективно взаимодействовать с ДНК в
составе нуклеосомы [38]. Группа Caldecott [11]
показала, что в нуклеосомном контексте PARP3
может являться сенсором одноцепочечных раз�
рывов с 5′�P� и 3′�OH�группами, но количест�
венные характеристики такого взаимодействия
определены не были. Кроме того, PARP3 спосо�
бен моно(АДФ�рибозил)ировать гистон H2B по
аминокислотному остатку Glu2 in vitro. Таким
образом, совокупность полученных данных го�
ворит о способности ДНК�зависимых белков
семейства PARP взаимодействовать с разными
компонентами NCP. Однако характер взаимо�
действий PARP1, PARP2 и PARP3 с нуклеосом�
ной частицей, содержащей в своём составе ин�
термедиаты начальных стадий процесса BER,
остаётся неизвестным.

Настоящая работа посвящена исследованию
взаимодействия ДНК�зависимых белков семей�
ства PARP, а именно: PARP1, PARP2 и PARP3, c
нуклеосомными частицами, имитирующими
интермедиаты начальных стадий процесса экс�
цизионной репарации оснований. В качестве
субстрата были использованы NCP, реконструи�
рованные в присутствии октамера гистонов до�
машних кур Gallus gallus и 147 пнт ДНК�последо�
вательности Widom «Clone 603», содержащей
изотоп 32P или остаток FAM на одном из 5′�кон�
цов ДНК�дуплекса и имеющей в своём составе
урацил в положении 12 от 5′�меченого кон�
ца (рис. 1, б). Интермедиаты начальных стадий
процесса BER, т.е. NCP, содержащие в своём
составе ДНК с AP�сайтом или одноцепочечным
разрывом с 5′�дезоксирибозофосфатом (5′�dRp)
и 3′�P группами, получали при обработке рекон�
струированных частиц урацил�ДНК�гликозила�
зой (UDG) и/или апуриновой/апиримидиновой
эндонуклеазой 1 (APE1). С помощью методов
EMSA, боргидридной сшивки и ферментатив�
ного футпринтинга с использованием дезокси�
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Рис. 1. Структура нуклеосомы (PDB: ID 1KX5); красным выделен нуклеотид в позиции 12 ДНК�дуплекса, гетероцикли�
ческое основание которого обращено наружу относительно октамера гистонов (а). б – Схема реконструирования нуклео�
сомы (согласно [31]) и автограф 4%�ного нативного ПААГ после разделения продуктов реакции реконструирования
нуклеосом
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рибонуклеазы I (DNase I) были охарактеризова�
ны взаимодействия белков PARP1, PARP2 и
PARP3 с NCP. На основании полученных ре�
зультатов было выдвинуто предположение о раз�
ном характере взаимодействия ДНК�зависимых
белков семейства PARP с повреждениями ДНК,
имитирующими интермедиаты начальных эта�
пов процесса BER в нуклеосомном контексте.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для наработки целевой ДНК была использо�
вана плазмида pGEM�3z/603 («AddGene»,
США), содержащая последовательность ДНК
Widom «Clone 603»: 5′�ACCCCAGGGACTTG�
AAGTAATAAGGACGGAGGGCCTCTTTCAA�
CATCGATGCACGGTGGTTAGCCTTGGA�
TTGCGCTCTACCGTGCGCTAAGCGTACTTA�
GAAGCCCGAGTGACGACTTCACACGGTAG�
GTGGGCGCGCGAACTGGG�3′, 147 нт.

Синтетические олигодезоксирибонуклеоти�
ды, использованные в качестве праймеров при
амплификации ДНК «Clone 603», в том числе
олигодезоксирибонуклеотиды, меченные флуо�
ресцеином по 5′�концу (5′�FAM), были синтези�
рованы в Лаборатории биомедицинской химии
ИХБФМ СО РАН (Россия): 5′�ACCCCAGGGA�
CUTGAAGTAATAAGG�3′; 5′�FAM�ACCCCA�
GGGACUTGAAGTAATAAGG�3′; 5′�CCCAG�
TTCGCGCGCCCACC�3′.

В работе использовали следующие реакти�
вы: диализные мембраны 3,5 кДа («Spectrum
Laboratories Inc.», США); бромфеноловый си�
ний и ксиленцианол («Fluka», Швейцария);
[γ�32P]�ATP с удельной активностью
185 ТБк/ммоль и [α�32P]�ATP с удельной актив�
ностью 111 ТБк/ммоль (Лаборатория биотехно�
логии ИХБФМ СО РАН); Taq�полимера�
за («БИОСАН», Россия); DNase I («New
England Biolabs», США). Основные реактивы,
использованные в работе, были производства
«Sigma» (США).

Рекомбинантные белки PARP1 человека,
PARP2 Mus musculus, PARP3 человека, гистоно�
вые октамеры H2A, H2B, H3 и H4 G. gallus были
выделены согласно опубликованным ранее ме�
тодикам [28, 31, 39] соответственно. Рекомби�
нантная APE1 человека и урацил�ДНК�глико�
зилаза E. coli были любезно предоставлены Хо�
дыревой С.Н. (ИХБФМ СО РАН), полинуклео�
тидкиназа фага Т4 – Петрусевой И.О. (ИХБФМ
СО РАН).

Получение субстратов ДНК и NCP. В работе
использовали олигодезоксирибонуклеотидный
праймер, содержащий в положении 12 оста�
ток dUMP и меченный по 5′�концу с помощью

[γ�32P]�АТР полинуклеотидкиназы Т4, как опи�
сано в работе Belousova et al. [28], либо мечен�
ный флуоресцеином при химическом синтезе.
Амплификацию ДНК с использованием
5′�[32P]� или 5′�FAM�олигодезоксирибонуклео�
тидных праймеров для последующего рекон�
струирования NCP проводили в соответствии с
протоколом, описанным ранее [31]. При нара�
ботке ДНК�субстрата, содержащего статисти�
чески распределённый dUMP для получения
кластера AP�сайтов (AP�кластера), реакционная
смесь для амплификации содержала смесь
dNTP в соотношении dATP/dGTP/dCTP/
dUTP/dTTP = 1/1/1/0,9/0,1. Чистоту препарата
реконструированных NCP оценивали по элект�
рофоретической подвижности в 4%�ном ПААГ
в неденатурирующих условиях. При использо�
вании флуоресцентных компонентов в смеси
после разделения продуктов реакции в геле де�
текцию проводили с помощью системы
«Typhoon FLA 9500» («GE Healthcare Life
Science», США) с использованием лазера с дли�
ной волны возбуждения 473 нм. При использо�
вании радиоактивных компонентов детекцию
проводили с помощью радиолюминесцентного
сканирования экрана Image Screen K («Kodak»,
США) с помощью системы «Typhoon FLA 9500»
с использованием лазера с длиной волны воз�
буждения 635 нм. Полученные электрофоре�
граммы анализировали с использованием про�
граммы «Quantity One» («Bio�Rad», США).
Во всех случаях АР�сайт получали in situ с по�
мощью активности UDG. Для этого реакцион�
ную смесь, содержащую 0,1 мкМ ДНК или
NCP с одиночным или статистически распреде�
лённым по ДНК остатком урацила и
4 мкМ UDG в буфере следующего состава:
10 мМ Tris�HCl (pH 7,5), 0,1% NP�40,
0,2 мМ EDTA, 5 мМ β�ME, 10 мM NaCl; инку�
бировали при 37 °C в течение 30 мин, после че�
го использовали для дальнейших превращений.
Получение субстратов, содержащих брешь, осу�
ществляли ферментативным гидролизом AP�
сайта с помощью APE1. Реакционная смесь со�
держала 0,1 мкМ ДНК или NCP с одиночным
остатком урацила, 4 мкМ UDG и 10 нМ APE1 в
буфере следующего состава: 10 мМ Tris�HCl
(pH 7,5), 0,1% NP�40, 0,2 мМ EDTA,
5 мМ β�ME, 10 мM NaCl и 5 мM MgCl2. Смесь
инкубировали при 37 °C в течение 30 мин, пос�
ле чего использовали для дальнейших превра�
щений.

Определение значений Kd. Значения констант
диссоциации определяли методом EMSA, сог�
ласно материалам работы Kutuzov et al. [38]. Ре�
акционная смесь объёмом 10 мкл содержала
0,1 мкM 5′�[32P]�меченой ДНК или NCP и 0,001,
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0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 мкМ PARP1, PARP2
или PARP3 или 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 0,7, 0,85, 1,
1,5 мкМ PARP3 для структуры с 5′�dRp�фраг�
ментом (Gap) Gap�ДНК и 0,2, 0,5, 1, 1,5, 3, 5,
7,5, 10 мкМ PARP3 – для структуры Gap�NCP в
буфере следующего состава: 10 мМ Tris�HCl
(pH 7,5), 0,1% NP�40, 0,2 мМ EDTA,
5 мМ β�ME, 10 мM NaCl и 5 мM MgCl2. Реакци�
онную смесь инкубировали при 37 °C в течение
20 мин. Компоненты реакционной смеси разде�
ляли в 4%�ном ПААГ в неденатурирующих ус�
ловиях. Детекцию продуктов электрофорети�
ческого разделения в геле проводили, как опи�
сано выше. Расчёт значений констант диссоци�
ации проводили с использованием программно�
го обеспечения OriginPro 7.5 («OriginLab
Corporation», США).

Изучение белок�нуклеиновых взаимодействий
методом боргидридной сшивки. Реакционную
смесь объёмом 10 мкл, содержащую 0,2 мкМ
5′�[FAM]�меченую АР�ДНК или АP�NCP и
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 мкМ PARP1, PARP2
или PARP3 в буфере следующего состава:
10 мМ Tris�HCl (pH 7,5), 0,1% NP�40,
0,2 мМ EDTA, 5 мМ β�ME, 10 мM NaCl; инку�
бировали при 37 °C в течение 20 мин. Далее к
смеси добавляли NaBH4 до конечной концентра�
ции 20 мМ и инкубировали во льду в течение
30 мин, после чего реакционную смесь прогрева�
ли при 65 °C в течение 5 мин для удаления остат�
ков непрореагировавшего NaBH4. Для деграда�
ции несвязанной белками ДНК в реакционную
смесь добавляли 1 Ед DNase I и инкубировали
при 37 °C в течение 15 мин. Реакцию останавли�
вали добавлением 1/5 объёма раствора буфера
Лэммли. Анализ компонентов реакционной сме�
си проводили с помощью гель�электрофореза в
10%�ном ПААГ по Лэммли [40]. Детекцию про�
дуктов реакции проводили, как описано выше.

Изучение белок�нуклеиновых взаимодействий
методом ферментативного футпринтинга. Реакци�
онная смесь объёмом 10 мкл содержала 0,2 мкМ
5′�[32P]�меченой ДНК или NCP и 0,1 мкМ
PARP1, PARP2 или PARP3 в буфере следующего
состава: 10 мМ Tris�HCl (pH 7,5), 0,1% NP�40,
0,2 мМ EDTA, 5 мМ β�ME, 10 мM NaCl,
5 мM MgCl2. Реакционную смесь инкубировали
при 37 °С в течение 15 мин. Для реакции
PARирования реакционную смесь дополняли
400 мкМ NAD+. Далее пробы с ДНК обрабаты�
вали 0,002 Ед DNase I, пробы с NCP –
0,007 Ед DNase I при 37 °С в течение 15 мин.
Концентрации всех белковых компонентов бы�
ли подобраны экспериментально для получения
оптимальной картины при анализе продуктов
расщепления белок�нуклеиновых комплексов.
Для стабилизации AP�сайтов реакционную

смесь обрабатывали метоксиамином в конечной
концентрации 30 мМ во льду в течение 30 мин.
Реакцию останавливали добавлением 1/5 объё�
ма раствора, содержащего 90% формамида,
50 мМ EDTA, 0,025% бромфенолового синего и
0,025% ксиленцианола. Пробы разделяли в
20%�ном ПААГ в денатурирующих условиях.
Детекцию и обработку результатов проводили,
как описано выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Определение значений Kd комплексов
ДНК/NCP–PARP1/PARP2/PARP3 методом за�
держки в геле. Для оценки вклада взаимодей�
ствий ДНК�зависимых белков семейства PARP
с повреждением в составе ДНК�дуплекса или
гистоновыми компонентами NCP был исполь�
зован метод EMSA [41]. В работе были исполь�
зованы ДНК�субстраты, свободный ДНК�дуп�
лекс и намотанный на октамер гистонов, ими�
тирующие интермедиаты начальных стадий
процесса BER – 147 пнт ДНК c AP�сайтом и
147 пнт ДНК, содержащая однонуклеотидную
брешь с 5′�dRР�фрагментом – Gap (рис. 2, а).
Для контрольных экспериментов была исполь�
зована нативная форма 147 пнт ДНК. Наличие
на радиоавтографе полос, обладающих меньшей
электрофоретической подвижностью по сравне�
нию с контрольным препаратом, говорит об об�
разовании продуктов комплексообразования
белков PARP со свободной ДНК и ДНК/гисто�
нами в составе NCP (рис. 2, б). По результатам
EMSA были рассчитаны значения констант дис�
социации для всех исследованных типов комп�
лексов (таблица).

Оказалось, что сродство ДНК�связывающих
белков PARP к использованным субстратам из�
меняется в ряду PARP3 << PARP2 < PARP1. При
появлении повреждения в составе ДНК�дуплек�
са белки PARP1 и PARP2 проявляют следующую
закономерность как при взаимодействии с ДНК
в свободной форме, так и при комплексообразо�
вании с NCP: Native = AP < Gap. Повышенное
сродство PARP1 к Gap�субстратам проявляется
как при использовании свободной ДНК, так и
при использовании нуклеосомы. При формиро�
вании комплексов PARP2 с NCP этот эффект
становится особенно выраженным. Следует от�
метить, что количественные данные, получен�
ные методом измерения анизотропии флуорес�
ценции для комплексов PARP1 и PARP2 с раз�
личными типами NCP, в общем случае коррели�
руют с данными метода EMSA [38].

Для PARP3 в целом наблюдается более низ�
кое сродство к использованным субстратам по

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  3  2022

325



УКРАИНЦЕВ и др.

сравнению с PARP1 и PARP2, а закономерность
в изменении прочности комплекса трансфор�
мируется к Gap <<< Native = AP независимо от
формы ДНК.

Изучение взаимодействия ДНК�зависимых
белков семейства PARP с нуклеосомами методом
боргидридной сшивки. В работах Zhou et al. [42],
Sczepanski et al. [43] и Yang et al. [44] показано,
что в составе нуклеосомной частицы октамеры
гистонов способны образовывать основания
Шиффа с AP�сайтами ДНК. С одной стороны, в
зависимости от расположения АР�сайта взаи�
модействие гистонов с таким типом поврежде�
ния может влиять и на взаимодействие ДНК�
связывающих белков, например PARP1, PARP2
и PARP3 с повреждённой нуклеосомной ДНК.

С другой стороны, следствием формирования
основания Шиффа между белком и цепью ДНК
может быть расщепление последней по АР�сай�
ту с образованием одноцепочечного разры�
ва [43]. Соответственно, если АР�сайты образу�
ются одновременно в двух цепях ДНК�дуплек�
са, то возможно появление двуцепочечного раз�
рыва наиболее токсичной формы поврежде�
ний [44]. Изучение взаимодействия гистонов и
белков семейства PARP с ДНК, содержащей
АР�сайты в составе нуклеосомы, может помочь
в понимании механизма репарации множест�
венных повреждений в контексте хроматина,
особенно учитывая тот факт, что PARP1 и
PARP2 обладают АР�лиазной активностью
[16, 45].
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Рис. 2. Схема получения субстратов начальных стадий процесса BER (а). б – Радиоавтограф 4%�ного ПААГ после разде�
ления продуктов реакции комплексообразования PARP3 с нативной ДНК в свободном (I) и нуклеосомном (II) состоя�
ниях в нативных условиях. I: дорожка 1 – свободная нативная ДНК, дорожки 2–8 – ДНК с PARP3; II: дорожка 1 – сво�
бодная нативная ДНК, дорожка 2 – NCP, дорожки 3–9 – NCP с PARP3. Стрелками обозначена подвижность: синей –
свободной ДНК, зеленой – NCP. Концентрация ДНК/NCP составляла 100 нМ; концентрация PARP3 – 1–1000 нМ
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Остатки дезоксирибозы AP�сайтов в моле�
куле ДНК представлены в нескольких равно�
весных формах [46]. Одной из них является
ациклическая альдегидная форма AP�сайта, ко�
торая может образовывать основания Шиффа с
аминогруппами ДНК�связывающих белков
[47], в частности с различными участника�
ми BER [2, 16, 45, 48, 49]. Основание Шиффа
формируется как интермедиат многих фермен�
тативных реакций, и его распад по механизму
β�элиминирования приводит к разрыву сахаро�
фосфатного остова ДНК [42]. Тем не менее
in vitro этот интермедиат можно стабилизиро�
вать восстановлением боргидридом натрия [50]
(рис. 3, а). Таким образом, при дальнейшем
анализе продуктов реакции с помощью гель�
электрофореза по Лэммли появление белок�
нуклеиновых аддуктов будет свидетельствовать
о формировании комплекса между исследуе�
мым белком и локализованным АР�сайтом
ДНК. Следует отметить, что при анализе про�
дуктов реакции могут наблюдаться аддукты, со�
ответствующие пришивке белка к целой цепи
ДНК, а также к участку цепи ДНК, расщеплён�
ному по положению АР�сайта. Кроме того, ис�
пользование денатурирующих условий при
проведении эксперимента не всегда гарантиру�
ет полную денатурацию двух цепей ДНК�дуп�
лекса, особенно в составе белок�нуклеинового
аддукта (рис. 3, б). Все эти факты будут влиять
на электрофоретическую подвижность аддук�
тов. Метод боргидридной сшивки можно при�
менять как универсальный подход при исследо�
вании белок�нуклеиновых взаимодействий с
использованием AP�сайт�содержащих ДНК
различной структуры [51].

Для установления характера взаимодействий
белков PARP1, PARP2 и PARP3 с АР�содержа�
щими нуклеосомными частицами методом бор�
гидридной сшивки были использованы 5′�FAM�
меченые ДНК�структуры, содержащие как оди�
ночный АР�сайт, так и кластер АР�сайтов, в ко�
тором повреждения были распределены статис�
тически по всей длине дуплекса. Статистичес�
кое распределение АР�сайтов по ДНК�субстра�
ту позволит выявить потенциальные участки
взаимодействия белков семейства PARP по всей
поверхности нуклеосомной частицы независи�
мо от положения АР�сайта, как одиночного
повреждения. Для контрольных экспериментов
были использованы свободные АР�ДНК анало�
гичной структуры.

На рис. 4 и 5 представлены автографы гелей
после разделения продуктов реакции боргид�
ридной сшивки с помощью гель�электрофореза
по Лэммли. Оказалось, что все три белка семей�
ства PARP способны взаимодействовать как с

одиночным АР�сайтом, так и с AP�кластером
свободной или нуклеосомной ДНК. Формиро�
вание оснований Шиффа между PARP1, PARP2
и AP�сайтом в составе свободной ДНК было по�
казано ранее [15, 16, 45]. Формирование основа�
ний Шиффа между PARP3 и AP�сайтом в соста�
ве свободной ДНК, а также PARP1, PARP2,
PARP3 и AP�сайтом в составе нуклеосомы пока�
зано впервые.

При добавлении PARP1 в реакционную
смесь наблюдается образование ковалентных
аддуктов с AP�сайтом, расположенным вблизи
тупого конца свободной или нуклеосомной
ДНК, с молекулярной массой выше 95 кДа
(рис. 4, а и 5, а, дорожки 4–15). Кроме того, наб�
людается формирование аддуктов с большей
молекулярной массой, которые можно отнести
к продуктам ковалентного присоединения
PARP1 к нерасщеплённой по АР�сайту це�
пи ДНК, а также к белок�нуклеиновым аддук�
там, содержащим неденатурированную двуце�
почечную форму ДНК. Однако при взаимодей�
ствии PARP1 с AP�кластером как в составе сво�
бодной ДНК, так и в нуклеосомном контексте
также происходило образование высокомолеку�
лярных аддуктов, вероятно, являющихся след�
ствием посадки нескольких молекул PARP1 на
AP�кластер. В целом, наличие AP�кластера су�
щественно не повлияло на характер взаимодей�
ствия PARP1 с нуклеосомой, что может быть
следствием преимущественного взаимодей�
ствия PARP1 с тупыми концами ДНК�дуплекса
или АР�сайтом, расположенным в непосред�
ственной близости от тупого конца.

При формировании оснований Шиффа
между PARP2 и AP�сайтом происходит перера�
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Структура

Native

AP

Gap

Константы диссоциации комплексов белков PARP1,
PARP2 и PARP3 со свободной ДНК и нуклеосомой*

Kd, нM (PARP3)

461 ± 9

426 ± 8

750 ± 20

Kd, нM (PARP2)

300 ± 100

330 ± 80

240 ± 80

Kd, нM (PARP1)

113 ± 5

92 ± 3

48 ± 3

ДНК

Native

AP

Gap

287 ± 5

250 ± 30

4400 ± 300

192 ± 10**

130 ± 4**

57 ± 8**

65 ± 3**

61 ± 5**

38 ± 4**

Нуклеосома

* Данные представлены как среднее минимум из трёх не�
зависимых экспериментов.
** Данные опубликованы в работе Kutuzov et al. [38].
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спределение доли аддуктов с низкой и высокой
молекулярными массами: при увеличении ко�
личества AP�сайтов доля высокомолекулярных
продуктов увеличивается с 45 до 59% (дорож�
ка 15 на рис. 4, бI и 5, бI) при использовании
свободной ДНК и с 53 до 64% (дорожка 15 на
рис. 4, бII и 5, бII) при использовании ДНК в
составе NCP (рис. 4, б и 5, б, дорожки 4–15). По�
добные изменения могут быть следствием взаи�

модействия молекулы PARP2 с разными участ�
ками NCP.

Сродство PARP3 к АР�содержащим субстра�
там существенно ниже, чем PARP1 и PARP2, что
выражается в том числе в количестве непрореа�
гировавшей с PARP3 АР�содержащей ДНК (от�
мечено синей стрелкой на рис. 4, в, ср. дорож�
ки 1 и 10–15 в обеих частях). Интересно, что ин�
тенсивность сшивки между PARP3 и NCP�
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Рис. 3. Получение белок�нуклеиновых аддуктов методом боргидридной сшивки. а – Схема получения ковалентного ад�
дукта ДНК–белок; б – типы возможных белок�нуклеиновых аддуктов при разделении продуктов реакции гель�элек�
трофорезом по Лэммли
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Рис. 4. Взаимодейсвтие белков PARP1 (а), PARP2 (б) и PARP3 (в) с AP�сайтом в составе свободной (I) и нуклеосом�
ной (II) ДНК (см. «Материалы и методы»). Автографы гелей после разделения продуктов реакции в 10%�ном ПААГ по
Лэммли. Слева указаны положения маркёров молекулярных масс (кДа). М – маркёры молекулярных масс; дорожка 1 –
нативная ДНК/NCP; дорожка 2 – ДНК/NCP, обработанная UDG; дорожка 3 – ДНК/NCP, обработанная UDG и DNase I.
Концентрация PARP в дорожках 4–9 и 10–15 составляла 5, 10, 50, 100, 500, 1000 нМ соответственно. Синими стрелками
обозначена электрофоретическая подвижность нерасщеплённой цепи АР�ДНК, красными стрелками и скобками –
белок�нуклеиновые аддукты
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субстратом возрастает при переходе от одиноч�
ного к кластерному AP�сайту – доля комплекса
с молекулярной массой выше 55 кДа по отноше�
нию к непрореагировавшей ДНК увеличивается
с 22% до 38% (ср. дорожки 15 на рис. 4, вII
и 5, вII). Однако образования аддуктов, соответ�
ствующих одновременному взаимодействию
нескольких молекул PARP3 с несколькими AP�
сайтами в составе NCP, не наблюдается
(рис. 5, вII), что может быть обусловлено взаи�
модействием PARP3 с АР�сайтом, расположен�
ным вблизи тупого конца ДНК�дуплекса или
наличием структурных изменений АР�NCP в
присутствии большого количества AP�сайтов.

Следует отметить, что сшивок, соответству�
ющих белок�нуклеиновым аддуктам октамера
гистонов при использовании описанных АР�со�
держащих субстратов, не наблюдалось. Этот
факт позволяет исключить вклад конкретного
типа повреждения в формирование одноцепо�
чечных разрывов в нуклеосомной ДНК за счёт
октамера гистонов.

Изучение локализации PARP1, PARP2 и
PARP3 на нуклеосоме методом ферментативного
футпринтинга. Выявить белок�белковые контак�
ты членов семейства PARP, а также их специфи�
ческих взаимодействий с повреждением ДНК в
составе NCP позволяет метод футпринтинга с
использованием фермента DNase I [52]. В пред�
ставленной работе для изучения локализации
PARP1, PARP2 и PARP3 на свободной ДНК и
нуклеосоме использовали ДНК�субстраты как в
нативной форме, так и с одиночным АР�сайтом.

Как видно из представленных данных, при�
сутствие PARP1 практически полностью подав�
ляет реакцию ферментативного расщепления
нативной формы свободной ДНК (рис. 6, до�
рожка 3). Такая ситуация возможна только в том
случае, когда молекулы белка в составе комп�
лекса равномерно распределены по всей длине
ДНК�субстрата, включая 5′�концевой участок
дуплекса. Добавление NAD+ в реакционную
смесь запускает реакцию PARилирования
(рис. 6, дорожка 4). Из представленных на
электрофореграмме данных видно, что характер
распределения полос ферментативного расщеп�
ления после PARилирования совпадает с харак�
тером распределения полос свободной ДНК, но
не комплекса PARP1–ДНК. Следовательно,
после PARилирования одноимённый заряд
ДНК и поли(ADP�рибозы) способствует диссо�
циации комплекса поли(ADP�рибозил)ирован�
ный PARP–ДНК.

Из представленных данных видно, что дос�
туп к ДНК в составе нуклеосомы ограничен по
сравнению со свободной ДНК (рис. 6, ср. до�
рожки 2 и 9, 5 и 12). Сохранение сигнала полно�

размерной ДНК в присутствии PARP1 свиде�
тельствует о преимущественной локализации
белка вблизи 5′�концевого участка дуплек�
са ДНК в составе NCP (дорожки 10, 11).

Формирование комплекса между PARP1 и
АР�содержащей свободной ДНК практически
полностью подавляет реакцию ферментативно�
го расщепления (рис. 6, ср. дорожку 5 с 6 и 7),
что говорит о равномерном распределении мо�
лекул белка по всей длине ДНК�субстрата. Од�
нако появление продуктов β�элиминирования
говорит о специфическом взаимодействии
PARP1 с АР�сайтом (рис. 6, ср. дорожку 5 с 6 и 7;
продукт β�элиминирования отмечен синей звёз�
дочкой) [16].

При взаимодействии PARP1 и АР�содержа�
щей NCP на электрофореграмме пропадает один
из сигналов, соответствующий полноразмерной
5′�[32P]�ДНК в составе нативной NCP (рис. 6,
ср. дорожки 10, 11 с 13, 14). Этот факт говорит о
формировании разного типа комплексов
PARP1–NCP с 5′�концевым участком ДНК�дуп�
лекса при появлении АР�сайта. Кроме того, по�
является продукт реакции β�элиминирования,
т.е. специфического взаимодействия PARP1 c
АР�сайтом в составе нуклеосомной ДНК.

Равномерный характер распределения по�
лос, а также наличие интенсивного сигнала, со�
ответствующего полноразмерной ДНК, при раз�
делении продуктов расщепления комплексов
свободной ДНК с PARP2 и PARP3 указывает на
преимущественное связывание белков с 5′�кон�
цами ДНК�субстрата (рис. 6, дорожка 15 –
для PARP2, дорожка 23 – для PARP3). Присут�
ствие NAD+ в реакционной смеси существенно
не влияет на изменение распределения полос
после реакции расщепления (рис. 6, ср. дорож�
ки 15 и 16 – для PARP2, дорожки 25 и 26 –
для PARP3). В случае PARP2 этот факт можно
объяснить пониженным сродством фермента и
его более низкой каталитической активностью
по сравнению с PARP1, что может выражаться в
отсутствии драматических изменений в концен�
трациях белок�нуклеинового комплекса в усло�
виях проведения эксперимента. PARP3 имеет
ещё более низкое сродство к ДНК и катализиру�
ет перенос лишь одного остатка ADP�рибозы,
что может не приводить к существенному изме�
нению концентрации белок�нуклеинового
комплекса за счёт электростатического отталки�
вания компонентов при PARилировании.

Наличие АР�сайта в составе свободной ДНК
приводит к изменению типа взаимодействия
белков PARP2 и PARP3 с 5′�концевой частью
ДНК�субстрата (рис. 6, ср. дорожки 15 с 17 – для
PARP2, дорожки 23 с 25 – для PARP3). Наличие
продуктов β,δ�элиминирования говорит о спон�
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Рис. 5. Взаимодействие белков PARP1 (а), PARP2 (б) и PARP3 (в) с AP�кластером в составе свободной (I) и нуклеосом�
ной (II) ДНК (см. «Материалы и методы»). Автографы гелей после разделения продуктов реакции в 10%�ном ПААГ по
Лэммли. Слева указаны положения маркёров молекулярных масс (кДа). М – маркёры молекулярных масс; дорожка 1 –
нативная ДНК/NCP; дорожка 2 – ДНК/NCP, обработанная UDG; дорожка 3 – ДНК/NCP, обработанная UDG и DNase I.
Концентрация PARP1 и PARP2 в дорожках 4–9 и 10–15 составляла 5, 10, 50, 100, 500, 1000 нМ соответственно. Концент�
рация PARP3 в дорожках 5–9 вI и 11–15 вI составляла 10, 50, 100, 500, 1000 нМ соответственно; концентрация PARP3 в
дорожках 5–9 вII и 12–15 вII составляла 10, 50, 100, 500, 1000 нМ и 50, 100, 500, 1000 нМ соответственно. Синими стрел�
ками обозначена электрофоретическая подвижность нерасщеплённой цепи АР�ДНК, красными стрелками и скобка�
ми – белок�нуклеиновые аддукты
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танном разрушении АР�сайта в процессе гель�
электрофореза, т.е. об отсутствии АР�лиазной
активности PARP3 (рис. 6, ср. дорожки 5
с 25, 26; продукт β,δ�элиминирования отмечен
красной звёздочкой). PARP2 способен прояв�
лять АР�лиазную активность в отношении АР�
сайта, хотя и в существенно меньшей степени,

чем PARP1, что выражается в появлении про�
дукта реакции β�элиминирования (рис. 6,
ср. дорожки 5 с 17, 18; продукт β,δ�элиминиро�
вания отмечен красной звёздочкой) [45].

Характер продуктов расщепления белок�
нуклеиновых комплексов указывает на отсут�
ствие взаимодействий белков PARP2 и PARP3 с
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Рис. 6. Исследование структуры белок�нуклеиновых комплексов PARP1, PARP2 и PARP3 со свободной ДНК и с нуклео�
сомой. Дорожка 1 – смесь 5′�[32P]�меченых компонентов системы – 147 пнт ампликон и 25 нт праймер; дорожка 8 – смесь
5′�[32P]�меченых компонентов системы – NCP и 25 нт праймер с урацилом в положении 12; дорожки 2, 9 – контрольная
ДНК/NCP после обработки DNase I; дорожки 5, 12 – контрольная AP�ДНК/AP�NCP после обработки DNase I; дорож�
ки 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 14 – продукты расщепления комплексов PARP1 с ДНК, АР�ДНК, NCP и АР�NCP соответственно;
дорожки 15–22 – продукты расщепления комплексов PARP2 с ДНК, АР�ДНК, NCP и АР�NCP; дорожки 23–30 – про�
дукты расщепления комплексов PARP3 с ДНК, АР�ДНК, NCP и АР�NCP. Синей звёздочкой отмечены продукты β�эли�
минирования, красной звёздочкой – продукты β,δ�элиминирования, красной линией отмечено положение полноразмер�
ной 5′�[32P]�ДНК. Зоны в жёлтой рамке вынесены за пределы электрофореграммы
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5′�концевой частью ДНК�субстрата в составе
нуклеосомы независимо от наличия АР�сайта
(рис. 6, ср. дорожки 9, 12 с 19–22 (для PARP2)
и с 27–30 (для PARP3); отмечено красной ли�
нией). Тем не менее продукт спонтанного рас�
пада АР�сайта также отсутствует, но наблюдает�
ся продукт β�элиминирования, что говорит о
специфическом взаимодействии PARP2 и
PARP3 с АР�сайтом и/или гистонами вблизи
повреждения ДНК в составе NCP (рис. 6,
ср. дорожки 19 с 23 – для PARP2 и 27 с 31 –
для PARP3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В представленной работе был изучен харак�
тер взаимодействия белков PARP1, PARP2 и
PARP3 c нуклеосомными частицами, содержа�
щими в своём составе ДНК�интермедиаты на�
чальных стадий процесса BER. Использован�
ный ДНК�субстрат содержал повреждение на
расстоянии чуть более одного витка спирали от
одного из тупых концов ДНК�дуплекса. Опира�
ясь на полученные результаты, можно сделать
ряд последовательных выводов, которые важны
для понимания механизма действия ДНК�зави�
симых белков семейства PARP и регуляции на�
чальных стадий процесса BER.

Известно, что PARP1 с высокой эффектив�
ностью связывается с тупыми концами модель�
ных ДНК�дуплексов, проявляет АР�лиазную ак�
тивность при взаимодействии с АР�сайтами, а
также эффективно взаимодействует с разрывом
ДНК после действия APE1 [6, 21, 22]. Отсут�
ствие существенных различий в значениях
констант диссоциации PARP1 с использован�
ными в представленной работе структура�
ми ДНК и NCP может быть связано с предпоч�
тительным взаимодействием PARP1 с тупыми
концами ДНК�дуплекса, являющимися анало�
гом двуцепочечного разрыва [35, 53]. Стоит об�
ратить внимание, что сродство PARP1 к свобод�
ной ДНК оказалось несколько ниже, чем к нук�
леосоме. Это может свидетельствовать о влия�
нии дополнительных белок�белковых взаимо�
действий PARP1 с гистонами при формирова�
нии комплекса PARP1–NCP. Тем не менее, по
данным метода боргидридной сшивки, характер
взаимодействия PARP1 с ДНК и ДНК в составе
NCP существенно не изменяется (см. рис. 3, а
и 4, а) либо эти изменения не выявляются с по�
мощью использованного подхода. Можно пред�
положить, что в контексте таких структур близ�
кое расположение тупого конца дуплекса ДНК
будет маскировать взаимодействие PARP1 с АР�
сайтом или одноцепочечным разрывом и, как

следствие, влиять на белок�белковые взаимо�
действия в процессе репарации.

Ранее с использованием модельных ДНК бы�
ло установлено, что сродство PARP2 к тупым
концам ДНК�дуплекса ниже, чем к одноцепо�
чечному разрыву [21]. В работе Gaullier et al. [54]
с использованием криоэлектронной микроско�
пии было показано, что PARP2 взаимодействует
с NCP через связывание с тупыми концами
ДНК�дуплекса. Стоит отметить, что такое взаи�
модействие было продемонстрировано с исполь�
зованием реконструированной NCP с двумя
линкерными участками длиной 9 пнт. На основе
значений Kd, полученных в настоящей работе,
можно предположить, что наличие одноцепочеч�
ного разрыва ДНК обеспечивает эффективность
взаимодействия PARP2 с нуклеосомой. Методом
футпринтинга было показано, что PARP2 не взаи�
модействует с тупыми концами нуклеосомной
ДНК, но способен взаимодействовать с AP�сай�
том вблизи тупого конца. Таким образом, на ос�
новании полученных нами данных, а также лите�
ратурных данных с использованием свобод�
ной ДНК и ДНК в составе NCP [21, 22, 38] мож�
но говорить об эффективном взаимодействии
PARP2 как с АР�сайтом, так и с разрывом в ДНК
в контексте нуклеосомы, содержащей поврежде�
ние вблизи конца ДНК�дуплекса.

С использованием модельных структур ДНК
и NCP было установлено, что PARP3 взаимо�
действует и активируется ДНК с одноцепочеч�
ным разрывом, содержащим 5′�концевую фос�
фатную группу, – классическим интермедиатом
поздних этапов BER [11, 24]. Тем не менее ока�
залось, что PARP3 взаимодействует с использо�
ванными в работе Gap�структурами менее эф�
фективно, чем с нативной и AP�содержащей
ДНК. Вероятно, такое различие в данных мож�
но объяснить тем, что используемый в представ�
ленной работе классический интермедиат более
ранних стадий BER – ДНК�дуплекс с одноцепо�
чечной брешью с 5′�dRP�фрагментом – не явля�
ется каноническим субстратом для PARP3. Кро�
ме того, наличие одноцепочечного разрыва мо�
жет приводить к структурным изменениям NCP,
что, вероятно, является критическим фактором
при взаимодействии PARP3 с нуклеосомой.
Следовательно, аномально высокое значение
константы диссоциации комплекса PARP3–
Gap�NCP, вероятно, можно объяснить сущест�
вованием пространственной структуры нуклео�
сомной частицы, не позволяющей PARP3 эф�
фективно взаимодействовать с повреждением в
цепи ДНК. Таким образом, аффинность PARP3
к ДНК с разрывом в составе NCP может опреде�
ляться как размером бреши, так и модификаци�
ей 5′�концевого фрагмента.



Методом футпринтинга было показано, что
PARP3 взаимодействует с AP�сайтом в соста�
ве NCP. Тем не менее при использовании NCP с
AP�кластером не было зафиксировано высокомо�
лекулярных белок�нуклеиновых аддуктов, кото�
рые обнаруживались при взаимодействии PARP3
со свободной ДНК аналогичной структуры. Воз�
можно, PARP3 предпочтительно взаимодействует
только с AP�сайтом вблизи тупых концов ДНК�
дуплекса. Альтернативно такой результат может
быть связан с наличием структурных изменений
в NCP, содержащей ДНК с кластером AP�сайтов.
Таким образом, совокупность полученных дан�
ных позволяет предположить, что PARP3 может
взаимодействовать с АР�сайтами и/или октаме�
ром гистонов NCP, но вряд ли способен направ�
ленно конкурировать с белками PARP1 и PARP2
за взаимодействие с интермедиатами начальных
стадий BER после действия АРE1.

Таким образом, совокупность всех результа�
тов, представленных в работе, говорит о разном

характере взаимодействия ДНК�зависимых бел�
ков семейства PARP c повреждёнными ДНК в
нуклеосомном контексте: PARP1 взаимодей�
ствует преимущественно с тупыми концами
ДНК�дуплекса; PARP2 взаимодействует с пов�
реждениями в структуре NCP и/или октамерами
гистонов; PARP3 способен распознавать AP�
сайты ДНК в нуклеосомном контексте и/или
октамеры гистонов.
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THE STUDY OF THE INTERACTION PARP FAMILY DNA�DEPENDENT
PROTEINS WITH NUCLEOSOMES CONTAINING DNA�INTERMEDIATES

OF THE INITIAL STAGES OF THE BER PROCESS

A. A. Ukraintsev1#, E. A. Belousova1#, M. M. Kutuzov1, and O. I. Lavrik1,2*

1 Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: lavrik@niboch.nsc.ru
2 Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia

The cellular signal at the DNA damage response is the reaction of (ADP�ribosyl)ation catalyzed by PARP’s family
DNA�dependent proteins – PARP1, PARP2, and PARP3. These proteins are involved in the base excision repair
process, BER. Despite of the extensive research, it remains unknown how PARPs are involved in BER regulation and
how roles are distributed between DNA�dependent family members. Here, we investigated the interaction of PARP’s
family DNA�dependent proteins with nucleosome core particles containing DNA intermediates of the BER initial
stages. To do that, the nucleosomes containing damage in the vicinity of the duplex blunt end were reconstituted based
on the Widom “Clone 603” DNA sequence. The dissociation constants of PARP complexes with nucleosomes bear�
ing DNA contained uracil (Native), AP�site, or single nucleotide gap (Gap), were determined. It was shown that the
affinity of proteins for the nucleosomes was increased in row PARP3<<PARP2<PARP1; and the affinity of each pro�
tein for the specific damage type was increased in the row Native = AP�site < Gap for PARP1 and PARP2,
Gap <<< Native = AP�site for PARP3. The interaction regions of each PARP protein with the nucleosome were also
determined by sodium borohydride cross�linking and footprinting assay. Based on the obtained and published data,
the involvement pattern of PARP1, PARP2, and PARP3 into the interaction with NCPs containing DNA intermedi�
ates of the BER process was discussed.
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Апоптоз – наиболее подробно охарактеризованный вариант регулируемой клеточной гибели. Ряд событий,
которые широко используются исследователями для идентификации апоптоза и которые традиционно счи"
тались необратимыми, такие как появление фосфатидилсерина во внешнем монослое плазматической
мембраны, пермеабилизация внешней мембраны митохондрий, активация каспаз, фрагментация ДНК и
блеббинг цитоплазмы, как выясняется, также могут участвовать в процессах нормальной жизнедеятельнос"
ти клетки, не связанных с индукцией апоптоза и с гибелью клеток в целом. Более того, такие процессы не"
редко оказываются обратимыми. В данном обзоре описаны события, характерные для апоптоза, однако не
приводящие к гибели, но играющие немаловажную роль в дифференцировке, делении и подвижности кле"
ток, а также участвующие в процессах воспаления, клиренса стареющих эритроцитов и свертывания крови,
в инфицировании клеток вирусами и в неапоптотической гибели клеток. В статье уделяется внимание трем
процессам: экстернализации фосфатидилсерина, блеббингу и активации каспаз. Нарушение проницаемос"
ти внешней митохондриальной мембраны и фрагментация ДНК в настоящем обзоре не обсуждаются.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: апоптоз, активация каспаз, MOMP, экстернализация фосфатидилсерина, блеббинг.
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ВВЕДЕНИЕ

Апоптоз – это наиболее полно охарактери"
зованный вариант регулируемой клеточной ги"
бели [1]. Апоптоз играет крайне важную роль в
развитии организма в ходе онтогенеза и в под"
держании гомеостаза. Он представляет собой
определенную последовательность событий,
происходящих как на молекулярном, так и на
морфологическом уровне. Многие из этих со"
бытий рассматриваются как характерные приз"
наки апоптоза, и их обнаружение часто исполь"
зуется для идентификации исследуемого типа
гибели клеток в качестве апоптотической.
Апоптоз может происходить с участием множе"
ства механизмов и сигнальных путей, но в боль"
шинстве случаев для него характерно появление

фосфатидилсерина (ФС) в наружном монослое
плазматической мембраны, считающееся одним
из наиболее ранних апоптотических событий,
пермеабилизация внешней мембраны митохон"
дрий (MOMP), блеббинг цитоплазмы, фрагмен"
тация ДНК и активация каспаз. Экстернализа"
ция ФС служит для узнавания гибнущей клетки
фагоцитами и соседними клетками (сигнал
«eat me»), в то время как MOMP обеспечивает
выход в цитоплазму белков межмембранного
пространства. Часть из этих белков (AIF,
ENDOG) способны разрушать мишени напря"
мую – в частности, наряду с ДНКазой CAD вы"
зывать фрагментацию ДНК, в то время как дру"
гие (цитохром с) способствуют активации кас"
паз – цистеиновых протеиназ, вызывающих
разрушение белков клетки.

Данные признаки считаются характерными
для апоптоза и часто используются при доказа"
тельстве апоптотической гибели клеток [2]. Тем
не менее уже достаточно долгое время известно,
что все перечисленные события могут происхо"
дить и вне апоптотического контекста. При
этом можно выделить два аспекта: участие в
процессах нормальной жизнедеятельности
клетки, таких как подвижность, деление, диф"
ференцировка; и участие в неапоптотических
формах регулируемой клеточной гибели. Инте"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ФС – фосфатидилсерин;
ЭПР – эндоплазматический ретикулум; AIF – фактор, ин"
дуцирующий апоптоз; BCR – рецептор B"клетки;
ENDOG – эндонуклеаза G; IAPs – ингибиторы апоптоза;
IL – интерлейкин; TNFα – фактор некроза опухоли α;
MHC – главный комплекс гистосовместимости;
MOMP – пермеабилизация внешней мембраны митохонд"
рий; PARP – поли(ADP"рибоза)"полимераза; RAC –
Ras"ассоциированный субстрат ботулотоксина С3;
TLR – toll"подобный рецептор.
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ресно, что данные события могут быть обрати"
мыми – как будучи частью не связанных с ги"
белью клетки физиологических процессов, так
и при регулируемой гибели, в том числе при
апоптозе. Проблема обратимости апоптоза под"
робно рассмотрена в нашем другом обзоре [3];
здесь же мы остановимся на характеристике ро"
ли таких апоптотических событий, как экстер"
нализация ФС, блеббинг и активация каспаз, в
неапоптотических процессах.

ЭКСТЕРНАЛИЗАЦИЯ
ФОСФАТИДИЛСЕРИНА

Для плазматической мембраны живых кле"
ток характерна асимметрия распределения ли"
пидных молекул. Так, фосфатидилхолин и
сфингомиелин расположены преимущественно
в наружном монослое, в то время как большая
часть фосфатидилэтаноламина (ФЭ) и практи"
чески весь ФС локализуются во внутреннем.
Так, молекулы ФС составляют всего ∼4% всех
фосфолипидов клеточной мембраны, при этом
во внутреннем монослое ФС формирует
∼20–30% всех молекул фосфолипидов, а во
внешнем – лишь 0–2%. Такое распределение
обеспечивается с помощью термодинамических
ловушек, активного транспорта и низкой под"
вижности липидов между двумя монослоя"
ми [4]. Появление ФС во внешнем монослое
клеток, находящихся на ранних стадиях апопто"
за, было описано в 1992 г. [5].

Переход ФС в наружный монослой плазма"
тической мембраны на протяжении долгого вре"
мени считался характерным и уникальным мар"
кером апоптоза. Наряду с другими сигналами
«eat me», такими как аминосахара, манноза,
кальретикулин, молекула межклеточной адге"
зии ICAM3 (intercellular adhesion molecule 3),
Tubby и TULP1 (Tubby"like protein 1), а также мо"
лекулами"«мостиками» GAS6, белком S,
MFGE8 (milk fat globule EGF factor 8) [6], экс"
тернализованный ФС способствует распознава"
нию и фагоцитозу (эффероцитозу) гибнущих
клеток. Благодаря этому апоптотическая гибель
не сопровождается воспалительным ответом.

Тем не менее обнаружено, что ФС может пе"
реходить в наружный монослой плазматической
мембраны и в ходе процессов, не связанных с
апоптозом, таких как дифференцировка клеток,
в т.ч. слияние клеток с формированием сим"
пласта [4, 7, 8] и накопление минеральных ве"
ществ остеобластами [9], активация ооци"
тов [10] и тромбоцитов [11], ишемическое пов"
реждение [12], злокачественная трансформация
[13, 14], миграция клеток [15]. ФС на поверх"

ности клеток не распознается макрофагами в
том случае, если он связан с ФС"связывающими
белками [6]. Появление ФС в наружном моно"
слое плазматической мембраны также встреча"
ется при неапоптотических формах гибели кле"
ток, например, некроптозе (регулируемом нек"
розе) [16]. Во многих случаях появление ФС в
наружном монослое плазматической мембраны
живых клеток имеет сигнальное значение [4].

Несмотря на то что появление ФС в наруж"
ном монослое плазматической мембраны в каче"
стве характерного признака апоптоза известно
давно, к пониманию молекулярного механизма
этого процесса исследователи приблизились
только в течение последнего десятилетия. В жи"
вой неапоптотической клетке асимметрия плаз"
матической мембраны поддерживается ATP"за"
висимыми аминофосфолипидтранслоказами,
или флиппазами, которые осуществляют транс"
порт фосфолипидов в соответствующий моно"
слой против градиента концентрации. В частнос"
ти, важную роль в таком переносе играют члены
семейства Р"ATPаз IV типа, ATP11C (adenosine
triphosphatase type 11C) и ATP11A (adenosine
triphosphatase type 11A), а также их шаперон
CDC50A (cell division cycle protein 50A). Эти бел"
ки обеспечивают флип"флоп ФС и ФЭ из внеш"
него монослоя плазматической мембраны во
внутренний [17]. ATP11C и ATP11А имеют сайты
узнавания каспазами; в клетках, содержащих ус"
тойчивые к действию каспаз формы ATP11A/C,
экстернализация ФС не происходит. Segawa et al.
показали, что клетки хронической миелогенной
лейкемии человека KBM7, дефицитные по
ATP11A и ATP11C, демонстрируют снижение
флиппазной активности без исчезновения асим"
метрии. Таким образом, инактивации флиппаз
недостаточно для быстрой экстернализации ФС;
пассивная транслокация происходит слишком
медленно. При этом в CDC50A"дефицитных
клетках флиппазная активность плазматической
мембраны исчезает, и ФС постоянно присут"
ствует на их поверхности. По"видимому, ATP11C
принадлежит большая часть флиппазной актив"
ности, но при этом в клетке присутствуют и дру"
гие, менее активные флиппазы, которые тем не
менее способны к поддержанию липидной
асимметрии [6]. Показано, что белки TMEM16F
(transmembrane protein 16F) и XKR8 (XK"related
protein 8) способны к неспецифическому транс"
порту фосфолипидов между монослоями мемб"
раны и, таким образом, могут считаться скрамб"
лазами. Скрамблаза TMEM16F является
Са2+"зависимой; для большинства случаев экс"
тернализации ФС показано, что переход ФС в
наружный монослой плазматической мембраны
стимулируется ионами Са2+ [18–20]. Таким об"
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разом, можно предположить, что в создании ли"
пидной асимметричности наряду с флиппазами
участвуют определенные варианты скрамблаз.

В настоящее время механизм работы
TMEM16 описан достаточно подробно. Этот
фермент создает в мембране гидрофильный
«вырез». Когда такой гидрофильный путь от"
крывается, «головкам» молекул липидов предо"
ставляется «мостик» между монослоями, в то
время как их углеводородные «хвосты» остаются
в гидрофобном центре. После создания «мости"
ка» фосфолипиды неселективно перемещаются
по своим градиентам концентрации, предвари"
тельно созданным транспортерами [4].

В отличие от скрамблазы TMEM16, белки из
семейства XKR активируются каспазами и обес"
печивают экстернализацию ФС при апоптозе;
эти скрамблазы различаются по своим механиз"
мам действия, что позволяет им работать неза"
висимо друг от друга. Помимо каспаз, белки
XKR могут активироваться с помощью фосфо"
рилирования; хотя биологический смысл такого
пути остается неясным. В активном состоянии
они производят неспецифический скремблинг
фосфолипидов, в результате чего, среди проче"
го, ФС попадает в наружный монослой плазма"
тической мембраны.

Хотя как Ca2+"зависимые, так и каспазоза"
висимые скрамблазы обеспечивают экстерна"
лизацию ФС, сигнальная роль ФС при этом
значительно отличается. Так, отличается время,
необходимое для появления ФС в наружном
монослое, пространственная организация этого
процесса и его обратимость. Например, экстер"
нализация ФС под действием Ca2+"зависимых
скрамблаз происходит в течение 5–15 мин пос"
ле стимуляции, в то время как при апоптозе и
действии каспазозависимых скрамблаз ФС по"
является на поверхности клетки не менее чем
через час. Скорее всего, такое временнóе разли"
чие обусловливается разницей в скорости выс"
вобождения Ca2+ и многоступенчатой актива"
цией каскада каспаз с последующим расщепле"
нием ими субстратов. Различия между этими
сигнальными процессами выражаются и в
пространственном распределении ФС по поверх"
ности плазматической мембраны клетки. При
неапоптотической экстернализации ФС обра"
зуются дискретные, точечные области, богатые
ФС, в то время как при апоптозе ФС распреде"
ляется по поверхности клетки равномерно и в
большом количестве. Каким именно образом
ФС формирует отдельные области, остается не"
ясным. Экстернализованный ФС может пре"
имущественно скапливаться в отдельных доме"
нах плазматической мембраны, таких как раф"
ты, обогащенные холестерином. И действитель"

но, липидные рафты оказались обогащены и
ФС, и TMEM16F. Также богатые ФС точки мо"
гут формироваться и стабилизироваться с по"
мощью связывания с белками, такими как ан"
нексин A5. Наконец, домены ФС могут быть ре"
зультатом локальной активации Ca2+"зависи"
мых скрамблаз и деактивации Р4"ATPаз. Сигна"
линг с участием Ca2+ может обеспечивать обра"
тимость локальной экстернализации ФС: если
ФС будет диффундировать за пределы соответ"
ствующего домена, вне зоны повышенной кон"
центрации Ca2+, транспортеры будут возвращать
его во внутренний монослой. При апоптозе же
ФС обычно обнаруживается по всему наружно"
му монослою плазматической мембраны, и та"
кая экстернализация будет уже необратимой.
По"видимому, данное различие связано с тем,
как по"разному в каждом случае ингибируются
Р4"ATPазы, которые предотвращают переход
ФС в наружный монослой. При неапоптотичес"
кой экстернализации ФС Р4"ATPазы ингибиру"
ются связыванием с ионами Ca2+ – как прямым,
так и непрямым, и этот процесс является обра"
тимым. В ходе же апоптоза Р4"ATPазы расщеп"
ляются каспазами и теряют способность выпол"
нять свою функцию. Таким образом, в первом
случае, при отсутствии апоптоза, зависимые от
Ca2+ скрамблазы сохраняют способность рабо"
тать в качестве транзиторного клеточного сиг"
нала, в то время как каспазозависимые скрамб"
лазы делают экстернализацию ФС сигналом
постоянным и необратимым.

Помимо активности скрамблаз, экстернали"
зация ФС может происходить и за счет других
механизмов. Так, поскольку ФС концентрирует"
ся в люминальном монослое мембраны некото"
рых органелл клетки, обогащенные ФС зоны
могут возникать в местах слияния этих органелл
с плазматической мембраной. И действительно,
кластеры ФС характерны для сайтов слияния
везикул и плазматической мембраны. Стоит от"
метить, что в последнем случае появление ФС в
наружном монослое может сопровождаться ак"
тивностью PLSCR"1 как в плазматической
мембране, так и в мембране везикулы. Также
сайты, обогащенные ФС, могут соответствовать
местам отщепления внеклеточных везикул. Ме"
ханизмы экстернализации ФС во многих биоло"
гических процессах остаются неясными – как,
например, у C. elegans в поврежденных аксонах с
участием ABC"транспортера CED"7, при индук"
ции галектином в клетках лейкемии человека
HL"60, при введении вирусных белков (Gag
ВИЧ или VP40 вируса Эбола) в клетки гепато"
карциномы человека, эмбриональных почек че"
ловека, легкого человека и яичников китайско"
го хомячка [4].
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В ряде случаев ФС играет роль в дифферен"
цировке клеток. Так, ФС участвует в слиянии
миобластов с формированием миотубул. Экс"
тернализация ФС при этом происходит, соглас"
но некоторым данным, транзиторно [8], а сог"
ласно другим – на протяжении по крайней мере
48 ч в условиях, при которых активно формиру"
ются миотубулы [21, 22]. При этом его наиболь"
шая концентрация наблюдается в области кон"
такта между соседними миобластами [8, 22]. От"
метим, что признаки апоптоза, такие как нару"
шение проницаемости митохондриальных
мембран, конденсация хроматина или актива"
ция каспазы 3, в миобластах не наблюдают"
ся [8]. Фосфолипид узнается рецепторами ФС,
что запускает сигнальный каскад, приводящий
к слиянию миобластов. На поверхности клетки
ФС ингибирует активность механочувствитель"
ного Са2+"канала PIEZO1, который служит клю"
чевым регулятором формирования миотубул.
По"видимому, в ингибировании важную роль
играет сериновая группа в молекуле ФС. Акти"
вация PIEZO1 происходит при транслокации
ФС во внутренний монослой с участием флип"
пазного комплекса ATP11A и CDC50A. PIEZO1
опосредует ток Са2+ в клетку и способствует
сборке актомиозиновых комплексов при учас"
тии RhoA/ROCK. Таким образом, в данном слу"
чае флип"флоп ФС служит молекулярным пе"
реключателем для активации PIEZO1 и морфо"
генеза поперечно"полосатых мышечных воло"
кон [20]. Экстернализация ФС обнаруживается
также в кардиомиобластах и может участвовать
в формировании вставочных дисков между кар"
диомиоцитами, способствуя таким образом ор"
ганизации функциональных волокон миокар"
да [8].

Интересно, что ФС участвует не только в
слиянии одних клеток с другими, но также и в
проникновении в клетку вирусов, которое тре"
бует слияния мембран. Среди таких виру"
сов – ВИЧ, вирусы Зика, Эбола и множество
других оболочечных вирусов; для их проникно"
вения в клетку необходимо присутствие ФС в
мембране вируса, которое обеспечивается скрам"
блазами (такими как Xkr8) и наличием рецепто"
ров ФС на поверхности клетки"хозяина. Для
проникновения некоторых вирусов требуется
также присутствие ФС в наружном монослое
плазматической мембраны клетки"хозяина, ко"
торое может вызываться взаимодействием виру"
са с клеткой; так, например, гликопротеин Н
альфа"герпесвируса связывается с интегрина"
ми α4 и β1, активирует сигналинг с участием
Ca2+ и вызывает экстернализацию ФС на плаз"
матической мембране клетки"хозяина. Блоки"
рование сигнальных путей, связанных как с

Ca2+, так и с ФС, препятствует инфекции альфа"
герпесвирусом. Сходным образом, при проник"
новении в клетку ВИЧ"1 взаимодействия между
вирусным белком gp120 и рецепторами CD4 и
корецепторами, связанными с G"белком клет"
ки"хозяина, запускают в инфицированных
клетках сигнальный путь с участием Ca2+ и экс"
тернализацию ФС с участием TMEM16F, что
благоприятствует слиянию. Кроме того, счита"
ется, что ФС на мембране клетки"мишени спо"
собствует изменению структуры и олигомериза"
ции фузогенов вирусов везикулярного стомати"
та и ВИЧ, притягивая их положительно заря"
женные области [4].

Экстернализованный ФС обнаруживается
на поверхности созревающих В"лимфоцитов в
красном костном мозге при лимфопоэзе на ста"
дии перехода от про"В к пре"В; при этом его со"
держание ниже, нежели у клеток, гибнущих в
процессе апоптоза [19]. По"видимому, увеличе"
ние концентрации Ca2+, способствующее экс"
тернализации ФС, происходит вследствие акти"
вации сигнальных путей при переходе пре"BCR
в BCR. В костном мозге в ходе развития в пред"
шественниках B"лимфоцитов после стадии
пре"про"В исчезает экспрессия ATP11A. Также
ФС присутствует в наружном монослое плазма"
тической мембраны зрелых В"лимфоцитов, ак"
тивированных с помощью антител к IgM, где он
располагается в составе микродоменов вблизи
IgM, CD19 и MHCI [19]. Segawa et al. показали,
что при активации В"лимфоцитов Са2+"зависи"
мая скрамблаза обеспечивает экстернализацию
ФС, а флиппазы плазматической мембраны
быстро возвращают его во внутренний моно"
слой [19]. Недавно было обнаружено, что у
ATP11C"дефицитных мышей развивается
В"клеточная лимфопения. Выяснено, что при
отсутствии ATP11C популяция предшественни"
ков В"клеток, несущих на поверхности ФС, зна"
чительно увеличивается. В норме ATP11C обес"
печивает интернализацию ФС, в то время как у
Atp11c−/y B"клеточных предшественников ФС
сохраняется в наружном монослое; такие клетки
эффективно поглощаются макрофагами, что и
приводит к лимфопении [19].

Примечательно, что экстернализация ФС
участвует не только в созревании иммунных
клеток, но и в их активации. Так, ФС транзитор"
но появляется в наружном монослое плазмати"
ческой мембраны нейтрофилов под действием
хемотаксического пептида fMet"Leu"Phe
(fMLP). В активированных нейтрофилах и не"
которых лейкоцитарных клеточных линиях че"
ловека ряд белков семейства галектинов (галек"
тины 1, 2 и 4) вызывают экстернализацию
ФС [22].
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ФС присутствует в наружном монослое
плазматической мембраны в субпопуляции
Т"лимфоцитов, где он необходим для активации
катионного канала P2X7, которая запускает вос"
паление [22].

ФС также играет роль в дифференцировке
клеток костной ткани [9, 23]. Для слияния мо"
нонуклеарных предшественников остеокластов
необходима DC"STAMP"зависимая неапопто"
тичекая экстернализация ФС (DC"STAMP, den"
drocyte"expressed seven transmembrane protein).
Кроме того, в этом процессе ключевую роль иг"
рают внеклеточные аннексины (А1 и А5), взаи"
модействующие с ФС, которые наряду с аннек"
син"связывающим белком S100A4 регулируют
активность белка синцитина 1, участвующего в
слиянии клеток. Судя по всему, комплексы ан"
нексинов, связанных с ФС, и S100A4 формиру"
ют мостикоподобные структуры между сливаю"
щимися клетками, что вместе с изменением
конформации синцитина 1 способствует про"
цессу слияния [23]. У остеобластов появление
ФС в наружном монослое плазматической
мембраны принимает участие в образовании
матричных пузырьков, мембрана которых бога"
та экстернализованным ФС, и отложении гид"
роксиапатитов; экстернализация ФС показана
также для образующих матричные пузырьки ги"
пертрофированных хондроцитов. Возможно,
ФС связывается с аннексинами, которые осу"
ществляют ассоциацию матричных пузырьков с
фибриллами коллагена. Известно, что комплекс
ФС–аннексин–коллаген может регулировать
ток Са2+ в матричные пузырьки и в клетки
in vitro, влияя таким образом на его концентра"
цию как в самих клетках, так и в мембранных
компонентах внеклеточного матрикса [9, 18].

Также экстернализация ФС обнаружена у
макрофагов, сливающихся с образованием гигант"
ских клеток инородных тел [24], и у трофоблас"
тов, образующих синцитиотрофобласт [25, 26].

Транзиторная Са2+"зависимая экстернализа"
ция ФС происходит в ооците мыши при парте"
ногенетической активации или оплодотворе"
нии. Обработка ооцитов перед активацией
джасплакинолидом, стабилизирующим F"ак"
тин, показала, что появление ФС в наружном
монослое плазматической мембраны представ"
ляет собой актин"зависимый процесс. На ста"
дии двух бластомеров ФС на поверхности кле"
ток уже не выявляется [10]. Экстернализация
ФС наблюдается также при капацитации спер"
матозоидов; в этом случае ФС локализуется
вблизи акросомы и, вероятно, участвует в слия"
нии гамет [27].

ФС может присутствовать на поверхности
некоторых нормальных постклеточных струк"

тур, в частности форменных элементов крови –
эритроцитов и тромбоцитов, где он выступает в
качестве кофактора превращения протромбина
в тромбин протромбиназным комплексом при
активации свертывания крови и способствует
формированию вторичного тромба. Интересно,
что свертывание крови, как и апоптоз, связано с
высоким уровнем выделения внеклеточных ве"
зикул, содержащих на поверхности ФС [4]. Кро"
ме того, ФС на поверхности активированных
тромбоцитов, который скапливается в результа"
те активации скрамблазы TMEM16F, служит ка"
талитической платформой для запуска каскада
свертывания крови. Активация TMEM16F про"
исходит с помощью Ca2+, который поступает в
клетку из внеклеточной среды и ЭПР в результа"
те открытия Са2+ каналов. Такая оптимальная
анионная поверхность способствует повыше"
нию уровня тромбина в миллион раз и дальней"
шему процессу свертывания крови. Далее про"
исходит блеббинг тромбоцитов и формирование
экзовезикул или микрочастиц, которые продол"
жают усиливать образование тромбина [22, 28].
Вероятно, биологический смысл формирования
таких структур состоит в увеличении площади
каталитической поверхности. Роль липидной
асимметрии в свертывании крови наглядно де"
монстрирует молекулярный механизм синдрома
Скотта – заболевания с нарушением гемокоагу"
ляции, описанного в 1979 г., для которого харак"
терны тяжелые кровотечения. Исследования с
участием пациентов с синдромом Скотта пока"
зали, что у них не происходит экстернализации
ФС в плазматической мембране тромбоцитов
вследствие нарушения активности скрамблазы;
генетическими методами было показано, что у
таких людей имеются гомозиготные или ком"
паунд"гетерозиготные мутации в гене, кодирую"
щем белок TMEM16F [28]. При синдроме Скот"
та также нарушается образование микрочастиц.
Фенотип, похожий на таковой у пациентов с
синдромом Скотта, наблюдается у мышей со
специфической тромбоцитарной мутацией в
Tmem16f [22].

У эритроцитов изменения распределения ли"
пидов по монослоям плазматической мембра"
ны – в том числе экстернализация ФС – связа"
ны с процессом старения. Для объяснения появ"
ления ФС в наружном монослое было предложе"
но несколько механизмов. Один из них связан с
окислительными процессами: известно, что при
старении эритроцитов усиливается перекисное
окисление липидов и окисление ФС, что делает
его неспособным выступать в роли субстрата
аминофосфолипидтранслоказы, переносящей
ФС из наружного монослоя во внутренний. Это
приводит к его удержанию в наружном монослое
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и дальнейшему распознаванию макрофагами.
Другой вероятный механизм связан с цитоскеле"
том, который играет немаловажную роль в под"
держании асимметричного распределения липи"
дов. ФС взаимодействует с одним из основных
белков, связанных с цитоскелетом эритроци"
тов, – спектрином. К экстернализации ФС мо"
жет приводить нарушение взаимодействий меж"
ду плазматической мембраной эритроцита и ци"
тоскелетом, связанное с формированием агрега"
тов белка полосы 3 при старении. У модельных
мышей вследствие усиленной экстернализации
ФС в эритроцитах, дефицитных по белку поло"
сы 3, наблюдался обширный тромбоз и тяжелый
гемолиз. Таким образом, это позволяет предпо"
ложить роль белка полосы 3 в сохранении ли"
пидной асимметрии мембраны. Тем не менее
при наследственном сфероцитозе эритроциты
полностью сохраняют асимметричное распреде"
ление липидов, несмотря на нарушение структу"
ры кортикального цитоскелета [29].

Увеличение уровня внутриклеточного Ca2+ в
эритроцитах активирует скрамблазу: этот про"
цесс похож на тот, что происходит при апоптозе.
Механизм, который приводит к повышению
концентрации Ca2+ при старении эритроцитов,
неясен [29].

Эриптоз – процесс сжатия эритроцита и по"
явления ФС на его поверхности вследствие пос"
тупления в эритроцит ионов кальция и актива"
ции скрамблазы, приводящей к перераспреде"
лению фосфолипидов в обоих монослоях мемб"
раны. Эриптоз может участвовать в клиренсе
эритроцитов при патологических состояниях,
однако его роль при старении эритроцитов оста"
ется спорной [29].

Лактадгерин (MFGE8) – опсонин, который
связывается с ФС, в том числе на поверхности
эритроцитов. Опосредованный лактадгерином
эритрофагоцитоз, как предполагается, может
служить механизмом клиренса стареющих эри"
троцитов активированными клетками эндоте"
лия. Тем не менее у дефицитных по лактадгери"
ну мышей выживаемость эритроцитов нормаль"
ная; и, как упоминалось выше, вопрос о том,
действительно ли у стареющих эритроцитов
больше экстернализованного ФС, остается
предметом оживленных споров [29].

Предполагают, что другие белки макрофа"
гов, связывающие экстернализованный ФС, в
том числе CD36, SR"B1, CD68, CD14, Mer,
LOX"1 Bai1, TIM"4 RAGE и стабилин 2 могут
также участвовать в клиренсе стареющих эрит"
роцитов [29]. Кроме того, присутствие ФС в на"
ружном монослое плазматической мембраны
характерно для эритроцитов при серповидно"
клеточной анемии и талассемии [30, 31].

В норме экстернализация ФС может проис"
ходить у эндотелиоцитов в ответ на усиление то"
ков Ca2+ под действием тромбина [32], гиперли"
пидемии [33] и нелитических концентраций
компонента комплемента C5b"9 [34]. ФС опос"
редует прикрепление T"лимфоцитов к активи"
рованным тромбином эндотелиальным клеткам
[32], активирует систему комплемента, участвуя
в лизисе ФС"положительных клеток [30]. Нако"
нец, ФС в наружном монослое плазматической
мембраны эндотелиоцитов участвует в обеспе"
чении отрицательно заряженной липидной по"
верхности для сборки и активации комплексов
свертывания крови [35].

ФС был найден на поверхности тучных кле"
ток после их дегрануляции как у грызунов, так и
у человека [35, 36]. Возможно, он присутствует
во внутреннем монослое мембраны гранул, ко"
торый при экзоцитозе становится внешним.
Согласно другой версии, фосфолипиды перерас"
пределяются между монослоями плазматичес"
кой мембраны вследствие самого процесса сли"
яния, или такое перераспределение является
предпосылкой для слияния мембран. Экстерна"
лизация происходит транзиторно (в течение
нескольких минут), обратимо и не связана с
апоптотической гибелью [36].

Интересно, что ФС был обнаружен во внеш"
нем монослое плазматической мембраны ряда
опухолевых клеток, причем как в культуре, в том
числе в первичной, так и в клетках метастазов.
Таковы клетки лейкозов, меланомы, карциномы
предстательной железы, желудка и почки, глио"
бластомы и рабдомиосаркомы [13, 14, 37–42].
При этом такие клетки не были апоптотически"
ми. Интересно отметить, что при количествен"
ной оценке общего содержания фосфолипидов
в меланоцитах человека (FOM101) и двух лини"
ях клеток меланомы (SBcl"2 и WM164) не было
обнаружено различия в содержании ФС у опу"
холевых клеток по сравнению с нормальными
[13]. Таким образом, у злокачественных клеток
оказывается измененным именно распределе"
ние ФС между монослоями плазматической
мембраны, но не его общее содержание. При
этом, как было показано с помощью метода
флуоресцентной микроскопии, ФС, визуализи"
руемый с помощью меченого аннексина V, лока"
лизуется на плазматической мембране опухоле"
вых клеток в виде кластеров, которые способны
отпочковываться в составе блебов и даже пере"
даваться от одной клетки к другой. В связи с
этим отметим, что блеббинг и последующее об"
разование экзовезикул нередко сопровождает
случаи потери мембраной асимметрии [41].

Оказалось, что существует корреляция меж"
ду степенью злокачественности клеточных ли"
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ний, полученных на разных стадиях прогрессии
опухоли, и количеством экстернализованного
ФС. Авторы предполагают, что такие клетки,
возможно, должны были бы погибнуть, но опре"
деленным образом избегают всех последующих
стадий апоптоза [14]. В этом случае можно гово"
рить о явлении обратимости апоптоза – анаста"
зе [3]. Таким образом, ФС может служить марке"
ром злокачественности, а также стать потенци"
альной мишенью для разработки новых тера"
певтических подходов при лечении злокачест"
венных новообразований [13].

Кроме того, in vivo ФС встречается на поверх"
ности эндотелиальных клеток в сосудах опу"
холи [13, 14, 42]. Считается, что экстернализа"
ция ФС в эндотелиоцитах сосудов опухоли мо"
жет быть вызвана воздействием цитокинов
(TNFα и IL"1), гипоксии/реоксигенации, повы"
шенной кислотности или кислородных радика"
лов [42].

Существует мнение, что в опухолях взаимо"
действие ФС с его рецептором активирует ряд
иммуносупрессорных путей, которые могут ис"
пользоваться опухолевыми клетками с целью
избегания иммунного ответа. По"видимому, ФС
может функционировать как важный иммун"
ный чекпоинт и служить одной из мишеней
опухолевой терапии [13].

Наконец, экстернализация ФС может при"
сутствовать при отличных от апоптоза формах
регулируемой гибели клеток, а также при деге"
нерации определенных частей клетки – как это
происходит при дегенерации отростков нейро"
нов. Так, при некроптозе ФC появляется в на"
ружном монослое после поступления в клетку
Са2+ и активации и транслокации на мембрану
псевдокиназы MLKL, но до нарушения целост"
ности плазматической мембраны [43]. При нек"
роптозе в этом процессе не участвуют активиру"
емая Са2+ скрамблаза TMEM16F [43] и каспазы
[44]. Ключевые молекулы, которые отвечают за
появление ФС в наружном монослое плазмати"
ческой мембраны в этом случае, до сих пор оста"
ются неизвестными. Авторы предполагают, что
в экстернализации может участвовать MLKL,
поскольку ФС появляется на поверхности клет"
ки в течение 5 мин после активации данного
белка, а ингибирование активации MLKL нек"
росульфонамидом предотвращало экстернали"
зацию ФС. Как и при апоптозе, при некроптозе
ФС может играть роль сигнала «eat me» и способ"
ствовать фагоцитозу гибнущей клетки до нару"
шения ее целостности. Это, в свою очередь,
снижает воспалительный ответ [43].

Есть данные, согласно которым экстернали"
зация ФС и следующий за этим фагоцитоз встре"
чаются при пироптозе [45] и ферроптозе [46].

Описана транслокация ФС во внешний монос"
лой плазматической мембраны при онкозе [47],
а также при неканонической гибели клеток ост"
рого миелоидного лейкоза под действием фин"
голимода (FTY720) [48]. Механизмы этих про"
цессов практически не изучены. При ферропто"
зе, в отличие от некроптоза, задействована
TMEM16F, а в случае неканонической гибели
показано, что для экстернализации ФС необхо"
дима активность фосфатазы PP2A и вакуолиза"
ция, связанная с нарушением эндоцитоза: так,
при ингибировании PP2A и вакуолизации экс"
тернализация ФС не происходит. Известно, что
ФС обогащены рециклирующие эндосомы; ав"
торы предполагают, что появление ФС в наруж"
ном монослое плазматической мембраны может
быть связано с изменением его распределения в
рециклирующих эндосомах, что, возможно, на"
рушает внутриклеточный транспорт мембран.
При этом типе гибели клеток, как и при некроп"
тозе, не требуется активация каспаз.

Недавно появились данные о связи экстер"
нализации ФС и дегенерации нейритов. Пос"
кольку находящийся на поверхности клетки ФС
служит сигналом «eat me», он привлекает фаго"
циты к разрушающимся отросткам нейронов.
Это способствует поддержанию тканевого гоме"
остаза и препятствует нейровоспалению. При
дегенерации аксонов в культуре нейронов спи"
нального ганглия мыши в экстернализации ФС
участвуют скрамблаза Xkr8 и транслоказа липи"
дов ABC1, относящаяся к семейству
ABC"транспортеров. У дрозофилы ФС появля"
ется на поверхности дегенерирующих дендри"
тов при прунинге в ходе онтогенеза и после фи"
зического повреждения. Экстернализацию ФС у
мух также можно вызвать путем нокаута флип"
пазы фосфолипидов ATP8A и гиперэкспрессии
скрамблазы TMEM16. Более того, нокаут
CDC50 и гиперэкспрессия скрамблазы могут
приводить к редукции дендритов. Ортологи
ATP8A у млекопитающих – ATP8A1 и
ATP8A2 – способны переносить ФС между мо"
нослоями плазматической мембраны, что поз"
воляет предположить участие ATP8A в распре"
делении ФС в дегенерирующих нейритах. Было
показано, что у C. elegans экстернализация ФС
после повреждения аксона выступает в качестве
сигнала, способствующего последующему вос"
становлению целостности аксона. В сигнальной
функции ФС после повреждения аксона участ"
вуют белки апоптотического клиренса CED"7 и
CED"3. Тиретин TTR"11, ассоциированный с
ФС, может активировать интегрины, что способ"
ствует регенерации аксона. Таким образом, в
этом процессе участвует сразу несколько компо"
нентов апоптотической программы [22].
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БЛЕББИНГ ПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ
МЕМБРАНЫ

Блеббинг плазматической мембраны пред"
ставляет собой образование и втягивание вы"
ростов на поверхности клетки. Блеббинг вызы"
вается разборкой кортикального актинового ци"
тоскелета, в результате которой под действием
давления цитоплазмы она выдавливается, обра"
зуя пузыревидную структуру. Если актиновый
цитоскелет реорганизуется, рост блеба прекра"
щается. Актиновые филаменты собираются под
поверхностью блеба, далее к ним привлекается
миозин, и блеб втягивается [49]. Сначала фор"
мируются блебы небольшого размера, также на"
зываемые поверхностными блебами, затем их
размер увеличивается, в их образовании задей"
ствуется практически весь объем клетки. При
апоптозе в процессе блеббинга важную роль иг"
рает ряд протеинкиназ; в частности, ROCK1
(rho associated kinase 1), серин"треониновая ки"
наза, которая активируется, когда каспаза 3 от"
щепляет от ее молекулы аутоингибиторный до"
мен. ROCK1 фосфорилирует легкую цепь мио"
зина, вызывая сокращение актомиозинового
комплекса. Также положительным регулятором
блеббинга служит PAK2 (p21 activated kinase 2).
Активная каспаза 3 может усиливать блеббинг
путем протеолиза и деактивации MYPT1, субъ"
единицы миозинфосфатазы. Кроме того, пока"
зано, что блеббинг может регулировать и киназа
LIMK1 (LIM domain kinase 1), ингибирующая
белок кофилин, который способствует деполи"
меризации актина. Вопрос о том, требуется ли
для осуществления блеббинга согласованная ак"
тивность данных регуляторов или же они могут
работать по отдельности, остается открытым.
Блеббинг может также быть связан с другими
протеинкиназами, такими как DAPK (death"
associated protein kinase), SRC и MET (MNNG
HOS transforming gene) [50].

Помимо блеббинга при апоптозе существует
и неапоптотический блеббинг. Такой блеббинг
имеет место при цитокинезе, распластывании
клеток на субстрате, миграции, созревании и ак"
тивации клеток иммунной системы, при защит"
ных реакциях на стресс, а также при пассирова"
нии культивируемых клеток. Как и в процессе
апоптоза, при неапоптотическом блеббинге
важную роль играет сигнальный путь RhoA"
ROCK1 [51, 52]. В процессе свертывания крови
участвует блеббинг тромбоцитов [28].

Динамический блеббинг происходит сразу
после резкого открепления клеток от субстрата,
а также в течение первых нескольких минут при
распластывании клеток, предшествуя формиро"
ванию ламеллоподий [51, 52]. Роль его в данном

случае неясна [51]. Возможно, что при откреп"
лении и распластывании резко изменяется на"
тяжение плазматической мембраны, и в услови"
ях медленного (около 30 мин) рециклирования
мембран блеббинг служит одним из способов
поддержания гомеостаза [52].

Неапоптотический блеббинг часто связан с
процессами клеточной подвижности. При этом,
в отличие от псевдоподий или ламеллоподий,
движущей силой которых служит полимериза"
ция актиновых филаментов, образование и рост
блебов происходят за счет давления жидкости,
создающегося вследствие сокращения актомио"
зиновых комплексов в кортикальной цитоплаз"
ме клетки, а уменьшение и втягивание блебов –
благодаря сборке и сокращению компонентов
кортекса, которые формируются внутри блеба
[53, 54]. Также блеббинг может происходить при
дестабилизации кортикальных филаментов, как
это имеет место в клетках, дефицитных по фи"
ламину [53]. На активном крае клетки блебы
могут сосуществовать наряду с протрузиями,
движимыми F"актином [54, 55]. Клеточная под"
вижность, связанная с блеббингом, наблюдает"
ся при инвазии и метастазировании опухолевых
клеток [51], при миграции клеток HEK"293 [56],
первичных зародышевых клеток у рыбы Danio
rerio [57], иммунных клеток морского ежа [58] и
лимфоцитов млекопитающих [59], при сниже"
нии адгезии к субстрату нейтрофилов и лимфо"
цитов [51], при миграции Dictyostelium discoideum
[60]. Опухолевые клетки способны переходить
от движения с помощью F"актин"зависимых
протрузий к амебоидному с участием блебов и
обратно в зависимости от окружения, при этом
переключение происходит быстро, в течение
нескольких секунд, и не связано с мезенхимно"
амебоидным переходом [51, 61, 62]. Также клет"
ки могут формировать неапоптотические блебы
и в том случае, если нарушен механизм полиме"
ризации актина, как это происходит с клетками
HeLa, в которых заблокирован комплекс WAVE
(WASp"family verprolin"homologous) [63]. Блеб"
бинг можно вызвать блокировкой белка p53,
причем как в нормальных клетках, таких как
эмбриональные фибробласты мыши, так и в
клетках меланомы; при этом наблюдается повы"
шенная активация сигнального пути RhoA"
ROCK [64]. Для опухолевых клеток амебоидный
способ движения не требует деградации внекле"
точного матрикса. Это позволяет злокачествен"
ным клеткам противостоять противоопухолевой
терапии, основанной на ингибиторах металло"
протеаз [51]. Блеббинг может способствовать и
инвазии метастазирующих клеток меланомы в
различные ткани через эндотелий сосудов [65].
Паразитическое простейшее Entamoeba histo'
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lytica использует движение с участием блебов
для проникновения во внутренние органы, на"
пример, в печень; подобно клеткам опухоли, этот
одноклеточный организм может переключаться
между амебоидным типом движения с участием
блебов и мезенхимным типом движения [66].
Интересно, что неинвазивные клетки способны
приобретать инвазивный фенотип при экспери"
ментальной индукции мембранных блебов [64].
Таким образом, блебы могут служить допол"
нительным способом локомоции клеток в слу"
чае повреждения структур, связанных с F"акти"
ном. Интересно отметить, что блеббинг бласто"
меров при эмбриогенезе иногда морфологичес"
ки отличается от других типов блеббинга: в та"
ких клетках единственный блеб может переме"
щаться по периметру клетки («circus move"
ment») [67].

При рассмотрении роли блеббинга в под"
вижности клеток возникает вопрос, служат ли
блебы необходимыми участниками в процессе
перемещения клетки или же появляются как по"
бочный эффект при усилении сократительной
активности кортекса. Для объяснения участия
блебов в движении клеток были предложены
различные модели. Kardash et al. предположили
[68], что у первичных зародышевых клеток
D. rerio блебы играют важную роль при переме"
щении тела клетки за счет движения вперед ци"
топлазмы и, таким образом, смещения центра
массы. В этой модели актиновые структуры, по"
лучившие название «актиновых кистей», связа"
ны с молекулой клеточной адгезии E"кадгери"
ном в основании блеба и прикрепляют клетки к
окружающему субстрату. Таким образом, блеб в
передней части клетки может продвигаться впе"
ред, в то время как остальная часть клетки зак"
реплена, что приводит к переносу цитоплазмы в
направлении миграции. Сходный механизм мо"
жет работать и на двумерном субстрате, если
удается достичь достаточной тяги путем адгезии
к субстрату или к соседним клеткам.

Для объяснения миграции клеток в трехмер"
ной среде при отсутствии специфической адге"
зии был предложен другой механизм, называе"
мый в литературе «chimneying», поскольку он
напоминает технику, которую применяют тру"
бочисты для перемещения в дымоходе или аль"
пинисты для передвижения вверх в трещинах
скал. Так, например, лейкоциты, лишенные ре"
цепторов, которые могли бы поддерживать адге"
зионные связи с внеклеточным окружением,
мигрируют путем сжимания и создания давя"
щих сил, направленных перпендикулярно к гра"
нице клетки. При этом ток богатого актином
кортекса по краям клетки совместно с силой
трения о субстрат проталкивают клетку вперед.

В этой модели трение может возникать как бла"
годаря специфической адгезии, так и за счет
неспецифических взаимодействий между клет"
кой и субстратом. По"видимому, скорость тако"
го движения оказывается больше той, что дос"
тигается за счет полимеризации актина при об"
разовании ламеллы. В неоднородной среде, та"
кой как сеть внеклеточного матрикса, блеббинг
также может способствовать миграции за счет
проникновения клеточных протрузий в проме"
жутки в структуре субстрата. Согласно теорети"
ческой модели, такая миграция должна быть
особенно эффективной в условиях слабой адге"
зии или ее отсутствия. Наконец, была создана
компьютерная модель, предполагающая, что
клетки могут использовать блеббинг для движе"
ния наподобие плавания – она предложена для
объяснения способности D. discoideum и нейтро"
филов перемещаться по хемотаксическому гра"
диенту, находясь в суспензии.

Некоторые стимулы могут вызывать форми"
рование как неапоптотических блебов, участву"
ющих в локомоции клеток, так и апоптотичес"
ких, в зависимости от длительности воздей"
ствия. Так, короткое (5 мин) воздействие ще"
лочной среды на эстроген"независимую линию
клеток карциномы молочной железы вызывает
блеббинг плазматической мембраны [55]. При
этом в цитоплазматическую часть образовав"
шихся блебов поступают молекулы, играющие
важную роль в подвижности и инвазии клеток,
такие как интегрин α2, JAM"1 (junctional adhe"
sion molecule 1) и FAK (focal adhesion kinase).
Блебы обладают высокой динамичностью, в
присутствии хемоаттрактанта (в данном случае
EGF) они поляризуются в направлении его
действия. При возвращении клеток к прежним
условиям с физиологическим значением pH
(7,4) блеббинг оказывается полностью обрати"
мым, однако пролонгированная инкубация в
щелочной среде длительностью более 4 ч приво"
дит к индукции апоптоза [50].

Амебоидное движение с участием блебов, по
всей видимости, представляет собой более прос"
той способ передвижения, нежели локомоция с
участием ламеллоподий. Так, для образования и
роста блебов достаточно только сократительной
активности кортекса с участием миозина II, в то
время как рост ламеллоподий требует координа"
ции сборки актиновых филаментов, поляризо"
ванного роста разветвленной актиновой сети,
адгезии к субстрату и в некоторых случаях протео"
лиза матрикса. Кроме того, образование и рост
блебов происходит быстрее, чем рост филоподий
и ламеллоподий [50]. Данные по распластыва"
нию клеток указывают на то, что рост блебов
требует меньших затрат энергии, чем формиро"
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вание ламеллоподий. Таким образом, локомо"
ция с участием блеббинга, возможно, представ"
ляет собой эволюционно более древний, прос"
той и энергетически менее затратный способ пе"
редвижения, нежели ламеллоподии [51].

Неапоптотический блеббинг сопровождает
процессы клеточного деления и длится с начала
анафазы до позднего цитокинеза. Блебы фор"
мируются на полюсах клетки вдали от борозды
деления [69]. Несмотря на то что митотический
блеббинг был обнаружен столетие назад, его
роль в цитокинезе остается неясной. Не исклю"
чено, что он представляет собой побочный эф"
фект напряжения в кортексе, возникающего
при разделении клеточного тела. Другое воз"
можное объяснение состоит в том, что блебы
могут формировать дополнительную мембран"
ную поверхность, которая будет использоваться
в процессе цитокинеза и дальнейшего расплас"
тывания дочерних клеток [51].

Примечательно, что неапоптотический
блеббинг может сопровождать вирусные инфек"
ции [51]. Так, было показано, что вирус оспо"
вакцины при проникновении в клетки вызывает
формирование крупного округлого блеба в мес"
те контакта вирусной частицы с плазматической
мембраной, за которым следует появление бле"
бов по всему клеточному телу. Когда вирус ока"
зывается внутри клетки, происходит реоргани"
зация кортикального актинового цитоскелета, и
блеббинг прекращается. Обработка клеток
блеббистатином или дефицит Rac1 подавляет
формирование блебов и значительно ингибиру"
ет инфицирование, что говорит об участии
блеббинга в процессе проникновения вирусных
частиц внутрь клеток [70].

Бабийчук с соавт. обнаружили [71], что бле"
бы способны участвовать в защите клеток при
химическом или механическом повреждении
плазматической мембраны. Блебы образуются
вследствие того, что при повреждении мембра"
ны нарушается ее проницаемость, происходит
увеличение внутриклеточного содержания Са2+,
что, в свою очередь, способствует фосфорили"
рованию миозина II Ca2+/кальмодулин"зависи"
мой киназой легких цепей миозина. Сокраще"
ние кортекса вызывает локальное повышение
гидростатического давления в цитозоле, и плаз"
матическая мембрана выпячивается, формируя
блеб, содержащий поврежденный участок. В
случае, если клетка способна справиться с пов"
реждением, Ca2+ выкачивается из блеба, и блеб
втягивается. В противном случае концентрация
Ca2+ внутри блеба продолжает нарастать, и по
достижении величины 10 μM с плазматической
мембраной начинает ассоциировать Са2+"свя"
зывающий белок аннексин А1. Такие блебы, бу"

дучи отграничены от остальной цитоплазмы
«затычками», образованными аннексином А1,
изолируют поврежденные области плазматичес"
кой мембраны от прилегающих к ней участков
цитозоля. В результате предотвращается утечка
цитозоля и приток содержимого межклеточного
пространства, в частности, Са2+. В присутствии
Са2+ аннексин А1 способствует слиянию биоло"
гических мембран; в данном случае он связыва"
ет мембрану блеба в наиболее тонкой области
присоединения блеба к остальному телу клетки
(«шейки»). Таким образом, блеббинг можно
рассматривать как механизм контроля повреж"
дения, который запускается, если первоначаль"
ные попытки репарации мембраны не увенча"
лись успехом. Если мембрана репарируется уже
в составе блеба, то концентрация Ca2+ в нем
постепенно снижается. В случае, когда повреж"
дение оказывается необратимым и не поддается
восстановлению, ограниченный аннексином А1
блеб отделяется от клетки и деградирует.

Блеббинг может сопровождать неапоптоти"
ческие формы регулируемой клеточной гибели.
Так, он предшествует некроптозу с участием це"
рамида в клетках карциномы легкого человека
А549 и карциномы яичника человека [72], участ"
вует в пироптозе [73], онкозе в клетках глиомы
при действии берберина [74]. Блеббинг обнару"
жен в клетках плоскоклеточного рака и в клет"
ках лейкоза при действии соламагрина и адено"
карциномы молочной железы при действии
флуопсина С [75, 76]. При типах регулируемой
гибели с некротической морфологией, по"види"
мому, блеббинг обеспечивается повреждениями
кортикального цитоскелета при нехватке ATP
и/или сильном окислительном стрессе, а также
дальнейшим набуханием клетки, при котором
нарастает внутриклеточное давление. Основной
движущей силой этого процесса служит ток Na+

внутрь клетки, и цитоплазма выдавливается в
блебы. Чем выше осмотическое давление внут"
ри клетки, тем быстрее наступает блеббинг. За"
тем возрастает проницаемость плазматической
мембраны и происходит ее разрыв [77]. Блеб"
бинг является характерной чертой регулируемой
гибели эритроцитов – эриптоза [78, 79]. Инте"
ресно отметить, для эриптоза показано, что в
блеббинге участвует цистеиновая эндопептида"
за кальпаин, разрушающая элементы цитоске"
лета; помимо блеббинга, как уже упоминалось,
происходит и экстернализация ФС [78].

АКТИВАЦИЯ КАСПАЗ

Роль каспаз в апоптозе хорошо известна. У
млекопитающих к апоптотическим относятся
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каспазы 2, 3, 6–10. В последнее время накапли"
вается все больше и больше свидетельств того,
что каспазы могут работать и вне апоптотичес"
ких процессов. Так, они принимают участие в
дифференцировке волокон хрусталика, эритро"
цитов, сперматогенезе, активации микроглии,
воспалении, поддержании гомеостаза В"лимфо"
цитов, регенерации и развитии нейронов, обра"
зовании опухолей, заживлении ран, старении.
Каспазы вовлечены в такие внутриклеточные
процессы, как аутофагия и поддержание ста"
бильности генома. Также они активны в не"
апоптотических типах регулируемой клеточной
гибели – например, в пироптозе [80–82].

Впервые участие каспаз в процессе диффе"
ренцировки клеток было обнаружено при обра"
зовании волокон хрусталика. Оказалось, что
in vitro ингибирование каспаз с помощью z"VAD"
FMK препятствовало формированию энуклеи"
рованных хрусталикоподобных телец (лентои"
дов). Эти результаты наводили на мысль, что
каспазы могут участвовать в дифференцировке
клеток, на определенном этапе теряющих ядро,
таких как предшественники эритроцитов или
роговых чешуек. Сейчас известно, что при фор"
мировании хрусталиковых волокон активирует"
ся каспаза 3; кроме того, происходит MOMP, и
цитохром c выходит из митохондрий в цитозоль.
Считается, что в этом случае митохондриальный
путь апоптоза действительно активируется, но
сдерживается с помощью определенных меха"
низмов, таких как усиление экспрессии белков"
ингибиторов апоптоза (IAPs) и ограничение ак"
тивности каспаз определенными компартмента"
ми [82]. Возможно также, что после выполнения
своих функций каспазы могут деградировать в
протеасомах [81]. Такое развитие событий от"
крывает вопрос не только о роли активации кас"
паз в неапоптотических процессах, но в большей
степени о роли анастаза, т.е. обратимости апоп"
тоза в дифференцировке определённых специа"
лизированных структур организма.

Каспаза 14 присутствует только у наземных
млекопитающих, а ее экспрессия ограничена
эпителиальными тканями – в частности, эпи"
дермисом кожи, где она встречается в диффе"
ренцирующихся кератиноцитах и отсутствует в
пролиферирующих клетках. Показано, что кас"
паза 14 участвует в корнификации клеток эпи"
дермиса и защите от УФ"излучения, процесси"
руя белок профилаггрин и превращая его в фи"
лаггрин, необходимый для образования роговых
чешуек. На этапе коммитирования кератиноци"
тов на терминальную дифференцировку наряду
с каспазой 14 действует каспаза 3, которая инду"
цируется сигнальным путем Notch1 и опосреду"
ет протеолиз и активацию PKCδ, являющейся

положительным регулятором процессов орого"
вения. Данная роль каспазы 3 подтверждается
тем, что у мышей, дефицитных по этой каспазе,
в ходе эмбриогенеза наблюдается усиление про"
лиферации кератиноцитов и при этом снижение
уровня их дифференцировки. Таким образом, в
процессе дифференцировки кератиноцитов и
корнификации принимают участие как неапоп"
тотическая каспаза 14, так и апоптотическая эф"
фекторная каспаза 3 [80].

Описанные выше процессы терминальной
дифференцировки приводят к превращению
клеток в безъядерные структуры. Но существу"
ют и другие примеры участия каспаз в клеточ"
ной дифференцировке. Таким примером служит
дифференцировка моноцитов в макрофаги, ко"
торая блокируется при обработке клеток синте"
тическими ингибиторами каспаз. Кроме того,
делеция гена каспазы 8 предотвращает макро"
фагальную дифференцировку клеток миеломо"
ноцитарного ряда под действием M"CSF. Каспа"
за 8, как было показано в экспериментах с ис"
пользованием антисенс"олигонуклеотидов и
ингибиторов каспаз, необходима для диффе"
ренцировки трофобластов плаценты [82].

Активная форма каспазы 3 ассоциирована с
пролиферацией и миграцией клеток при ней"
ральной дифференцировке. При моделирова"
нии инсульта у мышей уровень активной каспа"
зы 3 повышается в нейральных клетках"предше"
ственниках (NPCs) в ходе восстановления после
инсульта; в это время не наблюдается активации
апоптоза. При ингибировании же каспазы 3 в
данных условиях пролиферация и миграция
NPCs значительно усиливаются. Негативная ре"
гуляция пролиферации обеспечивается с по"
мощью снижения уровня фосфорилирования
Akt. Таким образом, каспаза 3 принимает учас"
тие в механизме, сдерживающем индуцирован"
ный инсультом эндогенный нейрогенез [83].
Каспазы 3 и 9 также участвуют в дифференци"
ровке мышечных клеток"предшественников в
миотубулы [80].

Активность каспазы 3 необходима для остео"
генной дифференцировки мезенхимных стволо"
вых клеток. При дифференцировке остеобласта
также происходит транзиторная и значительная
активация других каспаз, в том числе кас"
паз 8 и 2, причем такая активация не сопровож"
дается повышением уровня апоптотической ги"
бели остеобластов. Каспаза 7 необходима для
нормального функционирования одонтоблас"
тов. Показано, что у мышей, нокаутных по дан"
ному ферменту, нарушается минерализация зу"
бов. При дифференцировке моноцитов в макро"
фаги с участием M"CSF важна активность кас"
паз 3 и 8 [80].
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Базальная активность каспазы 3 необходима
для дифференцировки эмбриональных стволо"
вых клеток (ЭСК), в которых каспаза осущест"
вляет процессинг белка Nanog [84]. Было пока"
зано, что в ЭСК мыши активность каспазы 3 по"
вышается при отсутствии апоптотической гибе"
ли: в таких клетках не обнаруживалась конден"
сация хроматина, фрагментация ядра, блеббинг
плазматической мембраны. Интересно отме"
тить, что при этом, однако, происходило рас"
щепление PARP"1. Использование ингибитора
каспаз пептида VAD приводило к ингибирова"
нию дифференцировки ЭСК в присутствии ре"
тиноевой кислоты. В ЭСК, нокаутных по каспа"
зе 3, дифференцировка также значительно по"
давлялась. Также было показано, что in vitro кас"
паза 3 вызывает протеолиз транскрипционного
фактора Nanog, но не расщепляет Sox2 и
Okt4 – другие факторы, участвующие в диффе"
ренцировке [85].

Показано, что каспаза 3 участвует в диффе"
ренцировке волокон поперечнополосатой мы"
шечной ткани: дефицит по каспазе 3 в миоблас"
тах нарушает формирование миотубул. Это свя"
зано с тем, что каспаза 3 способна протеолити"
чески активировать киназы, в частности – се"
рин/треониновую киназу MST1 (Mammalian
Sterile Twenty"like 1), служащую вышележащим
эффектором для МАР"киназного пути [86].

Также важны каспазы в процессе развития
нервной ткани. Так, каспазы 2, 3, 6, 9 участвуют
в направленности формирования и роста аксо"
нов и образовании нервных окончаний (в том
числе, устранении неправильно сформирован"
ных и избыточных) и синапсов. Каспаза 2, акти"
вируя сигнальный путь RhoA/ROCK"II, способ"
ствует снижению количества дендритных ши"
пиков. У мышей, дефицитных по каспазе 9 и
Apaf1, нарушается направленность формирова"
ния аксонов и синаптогенез, при этом уровень
гибели нейронов не изменяется. Механизм
участия каспазы 9 в направленном росте аксо"
нов связан с расщеплением необходимого для
этого процесса белка семафорина 7А. Также
каспазы могут играть существенную роль в
обеспечении функциональной активности моз"
га. Каспаза 3, например, необходима для дол"
говременной потенциации, в ходе которой ре"
цептор AMPA на постсинаптической мембране
интернализуется с ее участием. Процесс блоки"
руется ингибиторами как каспазы 3, так и кас"
пазы 9. Следует отметить, что при долговремен"
ной потенциации транзиторная активация кас"
паз не связана с гибелью клеток [80]. Недавно
появились данные об участии прокаспазы 3 в
биогенезе митохондрий в нервной ткани. Так,
Kim et al. [87] с помощью нокдауна гена прокас"

пазы 3 показали, что она осуществляет регуля"
цию транскрипционных активаторов биогенеза
митохондрий TFAM (mitochondrial transcription
factor A), NRF"1 (nuclear respiratory factor 1) и
PGC"1α (proliferator"activated receptor γ coactiva"
tor 1α) в дофаминергических нейронах. При та"
ком нокдауне в этих клетках значительно подав"
ляется активность комплексов дыхательной це"
пи I, II и IV, нарушается морфология митохонд"
рий, что проявляется в их набухании, фрагмен"
тации, разрушении крист и в конечном итоге
митофагии; при этом химическое ингибирова"
ние активной каспазы 3 такого эффекта не ока"
зывает [87]. Механизм участия прокаспазы 3 в
регуляции транскрипционных активаторов био"
генеза митохондрий до сих пор остается неис"
следованным.

Каспазы могут модулировать секрецию па"
ракринных факторов, регулируя регенерацию.
Так, Casp3 −/− и/или Casp7 −/− MEFs при сокульти"
вировании со стволовыми или прогениторными
клетками менее эффективно стимулируют их
пролиферацию, чем фибробласты дикого типа,
причем дефицит по обеим каспазам имеет более
выраженный эффект, чем дефицит лишь по од"
ной из них, что свидетельствует о перекрываю"
щихся функциях каспаз 3 и 7. У нокаутных по
каспазам 3 и 7 мышей значительно нарушаются
процессы заживления ран и регенерации печени
после частичной гепатэктомии. Это связано с
тем, что данные каспазы расщепляют фосфоли"
пазу iPLA2 и таким образом активируют ее, что
приводит к усилению секреции арахидоновой
кислоты и лизофосфохолина и, в конечном сче"
те, простагландина Е2. Последний способствует
пролиферации клеток, заживлению ран и реге"
нерации тканей [80].

Такое явление может быть неблагоприятным
в случае радиотерапии: каспазы в гибнущих под
действием ионизирующего излучения клетках
активируют пролиферацию соседних клеток
опухоли и способствуют их репопуляции. Как
было показано на клетках опухоли молочной
железы у мышей, дефицит по каспазе 3 как в са"
мих опухолевых клетках, так и в клетках стромы
значительно повышает чувствительность опухо"
ли к радиотерапии. У пациентов с карциномами
органов головы и шеи, а также карциномой мо"
лочной железы высокий уровень активации кас"
пазы 3 связан с повышением числа рецидивов и
летальных исходов [88].

В клетках микроглии стимуляция TLR4 ли"
пополисахаридами приводит к активации кас"
паз 8 и 3, не сопровождающейся гибелью кле"
ток. Каспаза 3 расщепляет PKCδ и таким обра"
зом активирует ее. В свою очередь, PKCδ акти"
вирует комплекс IKK (киназа IκB), который
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фосфорилирует IκB, что приводит к его деграда"
ции. В результате освободившийся от ингибито"
ра NF"κB транслоцируется в ядро и там запуска"
ет транскрипцию провоспалительных факторов,
таких как NOS2 (NO synthase 2), TNFα и IL"1β.
Таким образом, умеренная активация каспазы 3
в микроглиоцитах способствует приобретению
провоспалительного фенотипа и может вызы"
вать нейротоксичность. Интересно, что в дан"
ном случае механизм активации каспазы без за"
пуска апоптотической гибели известен. Дело в
том, что для активации каспазы 3 требуется ее
протеолиз инициаторной каспазой. В клетках
микроглии такой процессинг происходит с об"
разованием промежуточной формы эффектор"
ной каспазы, p19/p12, которая обладает непол"
ной активностью. Дальнейшему аутокаталити"
ческому расщеплению каспазы 3 до полностью
активной формы p17/p12 препятствует повыше"
ние экспрессии белка"ингибитора апоптоза
сIAP2 [89].

Недавно появились данные о том, что поми"
мо провоспалительных каспаз в регуляции про"
цессов воспаления может участвовать каспаза 8.
Примечательно, что она может как способство"
вать развитию воспаления, так и препятствовать
ему. Так, с одной стороны, наряду с каспазой 1
каспаза 8 способна оcуществлять расщепление
про"IL"1β и таким образом участвовать в созре"
вании провоспалительного цитокина [90]. При"
чем каспаза 8 может процессировать IL"1β как в
составе инфламмасом, так и напрямую, а также
модулировать экспрессию мРНК IL"1β через
NF"κB; эта антиапоптотическая функция не
требует протеазной активности [91]. Показано,
что каталитически активная каспаза 8 также мо"
жет ингибировать инфламмасому, содержащую
ASC и каспазу 1; при этом в неактивной форме
она служит скэффолдом для ее активации. Мо"
лекулярные механизмы такой регуляции оста"
ются практически неизвестными. Стоит отме"
тить, что у пациентов, дефицитных по каспазе 8,
наблюдается раннее развитие воспалительного
заболевания кишечника [92]. Делеция каспазы 8
в кератиноцитах эпидермиса сопровождает раз"
витие хронической воспалительной болезни ко"
жи. Противовоспалительный эффект каспазы 8
не зависит от сигнальных путей с участием TNF,
IL"1β или TLR"рецепторов, а также NF"κB, но
задействует киназу TBK1 (IκK"related,
TANK"related, TANK"binding kinase 1) и IRF3.
Мутации по каспазе 8 (и 10) ассоциированы с
аутоиммунным лимфопролиферативным синд"
ромом [80].

Каспаза 8 может расщеплять гасдермин D
(GSDMD) при заражении клетки чумной па"
лочкой (Yersinia pestis). В нормальных условиях

киназа TAK1 (transforming growth factor β activat"
ed kinase 1) ингибирует NLRP3"инфламмасому
и фосфорилирование RIPK1. YopJ, эффектор"
ная молекула Y. pestis, связывает TAK1 и устра"
няет репрессию RIPK1. Активированная RIPK1
рекрутирует FADD и прокаспазу 8, формируя
комплекс под названием рипоптосома. В соста"
ве рипоптосомы каспаза 8 активируется путем
аутопроцессирования, после чего она расщеп"
ляет GSDMD и запускает пироптоз. Каспаза 3
способна расщеплять гасдермин Е (GSDME), в
результате чего его N"концевые фрагменты p30
формируют мембранные поры и активируют
пироптоз. Интересно отметить, что GSDME ра"
ботает как опухолевый супрессор, запуская пи"
роптоз в ответ на химиотерапевтические воздей"
ствия, приводящие к активации каспазы 3.
GSDMD, в отличие от GSDMЕ, расщепляется
каспазой 3 (а также каспазой 7) в неканоничес"
ком сайте, который располагается в N"концевом
домене, что подавляет его способность образо"
вывать поры [93].

Интересно отметить и то, что каспазы могут
быть задействованы в регуляции миграции кле"
ток. Так, у дрозофилы ингибирование гомолога
каспаз 2 и 9 DRONC с помощью эндогенного
ингибитора (DIAP) делает возможной мигра"
цию пограничных клеток яичника, необходи"
мых для правильного созревания ооцитов. При
этом DIAP взаимодействует с RAC [94].

Регуляция клеточной подвижности с участи"
ем каспаз имеет место и у млекопитающих. Так,
у клеток, дефицитных по каспазе 8, значительно
затрудняется миграция. У MEFs, полученных из
нокаутных по каспазе 8 мышей, а также у опухо"
левых клеток, таких как клетки нейробластомы
и опухоли молочной железы человека с дефици"
том каспазы 8, заметно снижается подвижность.
Предполагают, что каспаза 8 способствует акти"
вации белка Rac и таким образом запускает пе"
рестройку актинового цитоскелета. Кроме того,
ранняя эмбриональная летальность у мышей,
дефицитных по каспазе 8 (caspase 8 −/−), связана с
невозможностью формирования функциональ"
ной кровеносной системы, которая, в свою оче"
редь, может быть обусловлена нарушением миг"
рации эндотелиоцитов [82].

Каспазы играют большую роль в процессах,
связанных с образованием и прогрессией опухо"
лей. Очевидно, что, осуществляя программу ги"
бели клеток, они предотвращают опухолевый
рост, однако их участие в туморогенезе не огра"
ничивается апоптотическими путями: каспазы
могут влиять на пролиферацию, инвазию и миг"
рацию. Так, каспаза 8 взаимодействует с фо"
кальными адгезивными комплексами опухоле"
вых клеток, способствуя миграции клеток in vitro



и метастазированию in vivo. Каспаза 8 способна
также взаимодействовать с ранними эндосома"
ми, усиливая обновление компонентов фокаль"
ных контактов и рециклирование интегринов на
поверхность клетки [95]. Так, каспаза 8 участву"
ет в передаче сигнала от интегринов с участием
малой GTPазы ранних эндосом RAB5 к RAC.
Показано, что в клетках нейробластомы, дефи"
цитных по каспазе 8, активация RAB5 не проис"
ходит. Активация RAB5 способствует колокали"
зации интегринов с каспазой 8: каспаза обнару"
живается в составе фракции выделенных фо"
кальных контактов из клеток нейробластомы.
Методом иммунопреципитации и с помощью
исследования колокализации продемонстриро"
вано, что активация RAB5 приводит к усилению
формирования комплексов каспазы 8 с интег"
ринами β1 на периферии клетки. Кроме того,
экспрессия каспазы 8 способствует опосредо"
ванной RAB5 интернализации и рециклирова"
нию интегрина β1 [96].

Остается открытым вопрос, каким образом
активация апоптотических каспаз не всегда
приводит к гибели клеток. Возможно, это дос"
тигается с помощью низкого уровня активности
каспаз, недостаточного для индукции регулиру"
емой гибели [97], либо благодаря ограничению
их активности в пределах отдельных внутрикле"
точных компартментов или расщепления
субстратов, не связанных с гибелью [98]. До сих
пор остается нерешенным важный вопрос о том,
как в каждом конкретном неапоптотическом
процессе происходит активация апоптотичес"
ких инициаторных и эффекторных каспаз и как
это может быть связано с анастазом [3].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Экстернализация фосфатидилсерина может
сопутствовать множеству неапоптотических
клеточных процессов, включая дифференци"
ровку клеток мышечной и костной тканей,
B"лимфоцитов, иммунный ответ и свертывание
крови. Также она участвует в дегрануляции туч"
ных клеток, клиренсе стареющих эритроцитов,
а также оплодотворении и партеногенетической
активации. Наличие фосфатидилсерина во
внешнем монослое плазматической мембраны
также может служить маркером злокачествен"
ности опухолевых клеток (рисунок).

Блеббинг цитоплазмы также не является
достаточным признаком апоптоза. Согласно
данным литературы, блеббинг участвует в кле"
точной подвижности, включая амебоидное дви"
жение, открепление и прикрепление клеток к
субстрату, делении клетки, защите клетки от хи"

мических и механических повреждений плазма"
тической мембраны, а также может сопутство"
вать вирусным инфекциям (рисунок). Молеку"
лярные механизмы блеббинга во многих случаях
неизвестны или неясны. Их изучение прольет
свет на существование различных видов блебов.
Это может способствовать разработке противо"
опухолевых препаратов с минимальными по"
бочными эффектами. Исследование блеббинга
при амебоидном движении также необходимо
для лучшего понимания возможностей метаста"
зирующих клеток опухолей.

Каспазы участвуют в дифференцировке, ре"
гуляции процесса воспаления, регенерации,
миграции клеток. Механизмы их активации в
ходе апоптотической гибели достаточно хорошо
охарактеризованы, однако о множестве неапоп"
тотических функций каспаз данных недостаточ"
но. Активность каспаз связана с расщеплением
белковых субстратов; характер этих субстратов
определяет направление изменений и процес"
сов, происходящих в клетке (рисунок). Углубле"
ние понимания неапоптотических функций
каспаз может стать основой при разработке те"
рапевтических подходов для лечения патологий,
связанных с клеточной миграцией, регенераци"
ей, воспалением, канцерогенезом.

Таким образом, ни один из упомянутых
признаков сам по себе не является однозначным
маркером апоптоза, и для его идентификации
необходимо использовать совокупность призна"
ков.

Изучение роли апоптотических событий в
неапоптотических процессах позволит расши"
рить понимание апоптоза и связи между его сос"
тавляющими. Это особенно актуально для изу"
чения обратимости апоптоза – анастаза. Для
выживания клетки после инициации апоптоза
необходимо остановить и обратить вспять все
отдельные апоптотические события – от экстер"
нализации ФС, пермеабилизации внешней
мембраны митохондрий и каскада эффекторных
каспаз до разрушения ДНК апоптотическими
нуклеазами и блеббинга цитоплазмы. Интерес"
но, что экстернализация ФС, блеббинг и акти"
вация каспаз в отсутствие гибели клетки оказы"
ваются обратимы. Изучение каждого апоптоти"
ческого события по отдельности в неапоптоти"
ческих условиях может способствовать обнару"
жению путей его обратимости. Механизмы ин"
гибирования апоптотических каспаз в процессе
анастаза до сих пор неясны.

Систематизация информации об участии
апоптотических событий в неапоптотических
процессах поможет в исследовании молекуляр"
ных механизмов, ассоциированных с этими со"
бытиями, и их роли в более сложных клеточных
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процессах, таких как поддержание гомеостаза,
дифференцировка, воспаление, канцерогенез и
пр.
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THE APOPTOTIC FEATURES IN NONLAPOPTOTIC PROCESSES

Review
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Lomonosov Moscow State University, Faculty of Biology, 119234 Moscow, Russia; e'mail: galina22@mail.ru

Apoptosis is the most thoroughly studied type of regulated cell death. Certain events, such as externalization of phos"
phatidylserine into the outer leaflet of plasma membrane, mitochondrial outer membrane permeabilization, caspase
cascade activation, DNA fragmentation and blebbing, are widely considered to be hallmarks of apoptosis as well as
being traditionally viewed as irreversible. This review shows that these events can also under particular circumstances
participate in normal cell life processes not associated with induction of apoptosis – cell differentiation, division, and
motility, as well as non"apoptotic types of cell death. Moreover, these processes may often be reversible. The article
focuses on three processes phosphatidylserine: externalization, blebbing and activation of caspases. Mitochondrial
outer membrane permeabilization and DNA fragmentation are not discussed in this review.

Keywords: apoptosis, caspase activation, MOMP, PS externalization, blebbing
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В основе развития воспалительных заболеваний кишечника у человека лежит множество факторов. В том
числе огромную роль играют дисбаланс микробиоты и истончение мукозального слоя в толстом кишечни"
ке. Патогенные микроорганизмы также усугубляют протекание заболеваний. Было выполнено исследова"
ние роли дефицита муцина 2 в формировании микрофлоры кишечника на экспериментальной модели мы"
шей с нокаутом гена Muc2 в присутствии инфекции Helicobacter spp. А также проведена оценка восстанав"
ливающего и противовоспалительного эффекта пищевой L"фукозы у мышей Muc2–/– на микрофлору и им"
мунитет. С этой целью у животных исследовали бактериальное разнообразие в фекалиях до и после приме"
нения антибактериальной терапии и оценивали роль пищевой L"фукозы в её восстановлении. Для опреде"
ления влияния бактериального дисбаланса и роли фукозы на иммунную систему определяли уровни мРНК
генов провоспалительных цитокинов (Tnf, Il1a, Il1b, Il6) и транскрипционных факторов T"кле"
ток (Foxp3 – Treg, Rorc – Th17, Tbx21 – Th1) в ткани толстой кишки у мышей Muc2–/–. Значительная элими"
нация бактерий на фоне применения антибиотиков вызывала снижение фукозы в кишечнике, а также про"
воцировала снижение транскрипционного фактора Т"регуляторных клеток (Foxp3). При добавлении к ан"
тибиотикам пищевой L"фукозы уровень бактериальной ДНК Bacteroides spp. в фекалиях мышей Muc2–/–

частично восстанавливался. В регуляции воспаления у мышей Muc2–/– участвуют Т"регуляторные клетки.
Антибиотики снижали их количество, что не позволило уменьшить воспалительный ответ на инфекцию.
Фукоза, как компонент муцина 2, при антибактериальной терапии мышей Muc2–/– помогает сохранить
Bacteroides spp. и восстановить биохимические показатели, но не влияет на воспалительный ответ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ВЗК, макрофаги, патогены, микробиота, антибиотики, L"фукоза, муцин 2.
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ВО ВЗАИМОДЕЙСТВИИ ИММУНИТЕТА И МИКРОФЛОРЫ

НА ПРИМЕРЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МОДЕЛИ
ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ КИШЕЧНИКА
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ВВЕДЕНИЕ

Во всём мире стремительно набирает темпы
распространение воспалительных заболеваний
кишечника (ВЗК), в том числе в США и странах
Западной Европы отмечаются более высокие
показатели заболеваемости язвенным колитом
(ЯК) и болезнью Крона (БК), чем в других стра"
нах мира. По последним данным, в США и Ев"
ропе более 3 млн больных ВЗК. В России же эти

показатели, по опубликованным данным, со"
ставляют 4,1 на 100 тыс. населения для ЯК и 0,8
на 100 тыс. – для БК. Ежегодный прирост забо"
леваемости составляет 5–20 случаев на 100 тыс.
населения, и этот показатель продолжает увели"
чиваться [1].

В этиологии ВЗК лежат полифакторные
компоненты, среди которых отмечают: генети"
ческую предрасположенность, изменение со"
става микробиоты кишечника, применение раз"
личного рода лекарственных препаратов (в том
числе и антибиотиков), дисбаланс механизмов
адаптивной и врождённой иммунных систем, а
также влияние диет и факторов окружающей
среды [2]. Особую роль в развитии ВЗК играет
рацион питания. Диета способна оказывать

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БК – болезнь Крона;
ВЗК – воспалительные заболевания кишечника; ЖКТ –
желудочно"кишечный тракт; ЯК – язвенный колит;
DSS – декстран сульфат натрия; Treg – Т"регуляторные
клетки.

* Адресат для корреспонденции.
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сильное влияние на состав микрофлоры кишеч"
ника, вызывая дисбиоз, повреждая слизистый
слой, что, в свою очередь, повышает проницае"
мость тканей кишечника и создаёт благоприят"
ные условия для адгезии и развития патогенной
и условно"патогенной микрофлоры [3]. Суще"
ствуют данные о росте показателей БК и ЯК в
некоторых районах Азии в связи с вестерниза"
цией рациона, характеризующейся преоблада"
нием пищи с высоким содержанием жиров, жи"
вотного белка, сахара и снижением потребления
клетчатки [4].

Поскольку микробиом кишечника является
уникальной экосистемой, вовлечённой практи"
чески во все процессы жизнедеятельности мак"
роорганизма, важно учитывать особо тесное
взаимодействие бактериального сообщества с
иммунной системой хозяина, которое начинает"
ся на ранних стадиях онтогенеза и сопровожда"
ет всю жизнь [5, 6]. По последним данным, мик"
робиом кишечника человека формируется до
5"летнего возраста [7].

Ещё одной причиной развития ВЗК считают
иммунную реакцию на одного или нескольких
представителей микрофлоры кишечника [8].
Бактериальные агенты в составе кишечной мик"
робиоты способны запускать как воспалитель"
ные, так и противовоспалительные процессы в
организме хозяина [9]. Так, например на без"
микробных мышах (germ"free) было показано,
что животные с отсутствием бактерий в просве"
те кишечника имеют менее развитую иммунную
систему по сравнению с животными, выращен"
ными в обычных условиях [6]. У безмикробных
мышей регистрировали меньшее количество
Пейеровых бляшек и брыжеечных лимфатичес"
ких узлов, а также у некоторых мышей в желу"
дочно"кишечном тракте (ЖКТ) отсутствуют
подтипы Т"хелперов [10].

Терапия ВЗК на данный момент ориентиро"
вана на снижение патогенной нагрузки и умень"
шение альтерации тканей кишечника с по"
мощью стероидных противовоспалительных
препаратов и антибиотиков [11]. Антибактери"
альная терапия влияет на изменение микроби"
омного состава, что способствует разрастанию
патогенной микрофлоры. Побочными эффекта"
ми могут быть диарея, вызванная инфекцион"
ными бактериями Clostridium difficile и Salmonella
typhimurium, а также различные аутоиммунные
заболевания [9]. Helicobacter pylori – широко
распространённый возбудитель инфекции же"
лудка среди людей, другие виды Helicobacter так"
же являются серьёзной проблемой для лабора"
торных грызунов [12]. На сегодняшний день у
мышей описаны следующие виды Helicobacter:
H. bilis, H. ganmani, H. hepaticus, H. muridarum,

H. mastomyrinus, H. rappini, H rodentium и
H. typhlonius. Видами Helicobacter, связанными с
клиническими заболеваниями у крыс и мышей,
в первую очередь являются H. bilis и
H. Hepaticus [13]. При этом H. pylori, характер"
ный для человека, у заражённых мышей FVB/N"
Tg (Ins1"GAS)1Sbr/J нарушал состав микробиты
желудка [14]. Кроме того, есть предположение,
что вызванная H. pylori патология желудка у мы"
шей линии C57BL/6 может быть ослаблена со"
четанной инфекцией H. bilis или H. muridarum
или стимулироваться сочетанной инфекцией
H. hepaticus, все они являются энтерогепатичес"
кими хеликобактерами, преимущественно ко"
лонизирующими толстую кишку [15, 16]. Недав"
нее исследование продемонстрировало, что ин"
фекция H. pylori у мышей C57BL/6 изменяет как
желудочный, так и кишечный микробный со"
став, а также модулирует иммунные ответы хо"
зяина как в желудке, так и в лёгких [14].

Что касается энтерогепатических видов
Helicobacter (Enterohepatic Helicobacter, EHH), то
на животных моделях было показано, что
H. hepaticus и H. bilis вызывают стойкое воспале"
ние в толстой и слепой кишках у иммунодефи"
цитных грызунов [15, 16]. H. hepaticus вызывает
колит у мышей с дефицитом интерлейки"
на 10 (IL"10), свободных от других патогенов,
посредством механизма, зависимого от интер"
лейкина 12 (IL"12) и интерферона"гамма (IFN"
gamma) [15]. H. muridarum усиливает воспаление
в модели острого колита [17] и провоцирует БК"
подобное воспаление у мышей с тяжёлым ком"
бинированным иммунодефицитом при получе"
нии Т"клеток [18].

Применение пробиотиков и пребиотиков в
качестве поддерживающей терапии показало
хорошие результаты при синдроме раздражён"
ного кишечника (СРК) и у пациентов с C. diffi"
cile [19], однако не столь эффективно при сред"
ней и высокой степени тяжести ВЗК и не всегда
способствуя восстановлению деятельности ки"
шечной микрофлоры и снижению воспалитель"
ного процесса в тканях кишечника [20].

Для коррекции микробиомных отклонений
у пациентов с ЯК была предпринята попытка
применения заместительной терапии в форме
трансплантации кала от здоровых пациентов.
Однако наряду с положительными результатами
исследований, остаётся не раскрытым до конца
вопрос побочных действий данной методики и
вопросы контроля исследований [21]. Недавние
исследования на эту тему дают основание пола"
гать, что этот подход способен работать и в об"
ратную (негативную для здоровья пациента)
сторону. Показано, что микроорганизмы, вызы"
вающие воспаление кишечника, но не проявля"
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ющиеся у донора, могут негативно влиять на ре"
ципиента с ВЗК [20].

Помимо медикаментозной и диетической
поддержки пациента с ВЗК, существуют также
хирургические методы лечения, применение ко"
торых определяется степенью тяжести пораже"
ния тканей, площадью поражения и проявлени"
ем внекишечных симптомов. Здесь также суще"
ствуют факторы риска послеоперационных ос"
ложнений, в частности резервуарит, как частое
осложнение при ИАРА (илеоанальный резерву"
арный анастомоз), а также воспаление слизис"
той оболочки прямой кишки, сохраняемое при
наложении аппаратного анастомоза [11].

Таким образом, на сегодняшний день нет
эффективного способа лечения ВЗК, и эти па"
тологии остаются объектом пристального вни"
мания исследователей. В связи с этим актуаль"
ными являются поиски способов облегчения
состояние пациентов с ВЗК и увеличения пери"
ода ремиссии.

На всех этапах изучения острого и хроничес"
кого воспаления кишечника использовали раз"
личные модели на животных – от беспозвоноч"
ных (нематод, дрозофил, кишечнополост"
ных) [22], используемых для изучения механиз"
мов врождённого иммунитета, до свиней, как
альтернативной модели млекопитающих с мор"
фофункциональной схожестью ЖКТ челове"
ка [23]. Также используют модели на приматах,
которые обеспечивают более сопоставимые
данные из"за их высокой степени генетического
и физиологического родства с человеком. Одна"
ко существуют проблемы этического характера
и опасность переноса высоковирулентных зоо"
нозных агентов [24, 25]. Есть модели воспаления
кишечника на кроликах, морских свинках [26]
и, в меньшей степени, жвачных животных. На"
пример, овца (как биологическая модель) ис"
пользовалась для исследований кишечника, но,
в отличие от моногастричных видов (Homo sapi"
ens, грызуны и свиньи), большая часть бактери"
альной ферментации углеводов у овец, как пра"
вило, происходит в рубце, а не в толстом кишеч"
нике [27]. Есть модели ВЗК на собаках, так как у
них проявляется дисфункция генов, аналогич"
ная людям с БК [28]. Несмотря на огромный вы"
бор моделей, оптимальными являются лабора"
торные грызуны, среди которых мыши играют
значимую роль, поскольку морфофункциональ"
ное развитие их кишечника относительно похо"
же на развитие кишечника человека и у них есть
многие из тех же иммунных ответов и ге"
нов [29, 30].

Модели мышей с ВЗК можно разделить
на 3 категории: индуцируемые химическим пу"
тём, полученные путём адоптивного переноса

субпопуляций Т"клеток и развивающиеся спон"
танно у генетически модифицированных мы"
шей (например, мыши Il10–/–) [31].

Химически"индуцированный колит вызыва"
ют добавлением отрицательно заряженного
сульфатированного полисахарида, декстрана
сульфата натрия (DSS), который повреждает
эпителиальные клетки. Врождённые иммунные
клетки в ответ на альтерацию тканей выделяют
цитокины, вызывая воспаление в толстой киш"
ке, которое характеризуется язвами и инфильт"
рацией гранулоцитов [32]. Ещё одна химически"
индуцированная модель – это использование
тринитробензолсульфокислоты (TNBS) для
изучения иммунологических аспектов БК, так
как кислота вызывает Th1"опосредованный им"
мунный ответ, характеризующийся инфильтра"
цией клеток Т"хелперов, нейтрофилов и макро"
фагов в окружающие ткани [32]. Все модели мы"
шей с ВЗК, которые индуцируются химическим
путём, имеют общую тенденцию повреждения
тканей кишечника, что вызывает воспалитель"
ную реакцию. Важно отметить, что поражения
кишечника, наблюдаемые у людей с ВЗК, не
идентичны повреждениям, наблюдаемым у мы"
шей после воздействия химических агентов.
Например, введение DSS мышам вызывает хи"
мическое повреждение эпителиальной выстил"
ки, которое имитирует повреждение слизистой
оболочки, наблюдаемое у людей с ЯК, тяжесть
повреждений не всегда является репрезентатив"
ной для людей с ЯК [30, 33].

Существует модель воспаления кишечника с
переносом адоптивных Т"клеток, которая спо"
собствует развитию хронического воспаления
тонкой и толстой кишок. Для создания такой
модели Т"клетки CD4+CD45RBhight (которые яв"
ляются CD25–) сортируются и выделяются из
донорских спленоцитов мышей линии BALB/c;
при переносе клеток сингенному иммунодефи"
цитному реципиенту PrkdcSCID или Rag2–/– соз"
даётся модель первичного воспаления в толстой
кишке. Это воспаление объясняется отсутстви"
ем Т"регуляторных клеток (Treg) в популяции
наивных Т"клеток у реципиента. Поэтому мо"
дель адаптивного переноса Т"клеток использу"
ется для изучения роли патогенных Т"клеток в
воспалении слизистой оболочки, и на этой мо"
дели было выполнено множество исследований
Treg и других популяций Т"клеток [33].

Также существует более 74 видов генетически
модифицированных линий мышей. Некоторые
из них несут гены восприимчивости, идентифи"
цированные при ВЗК человека, и функции неко"
торых других генов восприимчивости к ВЗК [34].
Основная концепция генетически спроектиро"
ванных моделей воспаления заключается в нока"
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уте гена, определяющего морфофункциональ"
ные особенности строения кишечника и особен"
ности иммунного ответа. Так, на примере моде"
лей мышей с конститутивным нокаутом Il10–/–

показано спонтанное развитие колита, посколь"
ку Treg этих животных неспособны продуциро"
вать IL"10. В частности, наблюдается воспаление
толстой кишки, характеризующееся воспали"
тельным инфильтратом лимфоцитов, макрофа"
гов и нейтрофилов [34]. Другая трансгенная мо"
дель – это мыши с нуль"мутацией гена Muc2, ко"
дирующего белок муцин 2, который участвует в
формировании защитного муцинового слоя в
тонкой и толстой кишке [35, 36]. Таким образом,
различные методы воспроизведения воспаления
на мышах используются при определённо по"
ставленных задачах исследования. Однако стоит
отметить, что модели с генетическим нокаутом
точно определяют фено" и генотипические осо"
бенности с рождения, что может играть важную
роль при решении определённых задач, в то вре"
мя как все остальные модели с повреждением и
переносом Т"клеток – приобретённые, что мо"
жет накладывать отпечаток на результаты иссле"
дования и их последующий анализ.

Известно, что признаком всех моделей ВЗК
является истончение мукозального слоя кишеч"
ника и изменение кишечной микрофло"
ры [37, 38]. Основным компонентом слизистой
оболочки кишечника является гликозилирован"
ный белок (муцин 2) с терминальными молеку"
лами фукозы и сиаловой кислоты. Моносахари"
ды служат не просто источником энергии, но и
фактором вирулентности для кишечных бакте"
рий [39"41]. Несмотря на активное изучение
взаимного влияния друг на друга иммунитета и
кишечной микрофлоры, механизм развития
воспаления при ВЗК до сих пор остаётся не
раскрытым. Ранее было показано, что L"фукоза
влияет на репродуктивную функцию у мы"
шей Muc2+/–. В этом исследовании было обнару"
жено, что пищевая фукоза может действовать
как дифференциальный регулятор поляризации
макрофагов во время имплантации в зависимос"
ти от иммунного статуса хозяина [42]. Также бы"
ло установлено, что L"фукоза помогает элими"
нировать протозойную инфекцию у мы"
шей Muc2–/– и способна восстанавливать трип"
тофан"продуцируемые бактерии в кишечнике
при DSS"индуцируемом колите [36, 43–46].

В представленной работе мы показали, что
отсутствие муцина 2 и входящих в его состав мо"
носахаридов влияют на разнообразие микро"
флоры кишечника в присутствии инфекции
Helicobacter spp., а также что обеднение симбио"
тической и патогенной микрофлоры на фоне
приёма антибиотиков меняет характер воспале"

ния на примере экспериментальной модели
ВЗК мышей Muc2–/–. Мы продемонстрировали,
как пищевая L"фукоза оказывает восстанавли"
вающий эффект на микрофлору кишечника и
оказывает противовоспалительное действие у
мышей Muc2–/–.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные, условия содержания. Исследова"
ние проводилось в Центре генетических ресур"
сов ИЦиГ СО РАН (уникальный идентификатор
проекта RFMEFI62117X0015). Все манипуляции
с животными были одобрены межинститутской
комиссией по биоэтике СО РАН (номер 18.6 от
14.10.2013). В исследовании использовали жи"
вотных SPF"статуса – свободных от специфи"
ческих патогенов, которые входят в расширен"
ный список, рекомендованный FELASA в 2014 г.
[47]. Исключением был Helicobacter spp., кото"
рый детектировали у животных на протяжении
всего эксперимента.

Для эксперимента использовали мы"
шей Muc2–/– инбредного скрещивания, которые
поступили в ЦКП «Центр генетических ресур"
сов лабораторных животных, “SPF"виварий”»
ИЦиГ СО РАН из ФИЦ «Фундаментальные ос"
новы биотехнологий» РАН, г. Москва. В целях
обеспечения максимально различимой микро"
флоры между линиями и оценки её роли в раз"
витии воспаления в качестве контроля исполь"
зовали мышей линии C57BL/6, а не сибсов от
гетерозиготного скрещивания.

Животных содержали однополыми группа"
ми по 3–5 особей в индивидуальных вентилиру"
емых клетках («Optimice», США). Световой ре"
жим искусственный: 14 ч освещения и 10 ч тем"
ноты; температура – 20–22 °С; влажность –
36%; давление – 38 Па. Для подстила использо"
вали обеспыленную березовую стружку. Живот"
ные получали корм ssniff® R/M"H auto"
clavable V1534"3 («Ssniff», Германия) ad libitum.
В качестве питьевой воды животным предостав"
ляли стерильную деионизированную воду с до"
бавлением минералов K+, Mg2+ («Северянка»,
Санкт"Петербург, Россия) ad libitum.

Антибактериальная терапия. В целях экспе"
римента группе животных обеих линий (n = 10)
с питьевой водой добавляли три антибиотика:
амоксицилин, метронидазол и кларитромицин.
Расчёт антибиотиков в 1 мл воды был проведён
из количества потребляемой воды одним живот"
ным в день (в среднем 4 мл):
• амоксициллин в концентрации 0,75 мг/мл,
суточная доза для одного животного состави"
ла 3 мг;
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• метронидазол в концентрации 0,25 мг/мл,
суточная доза для одного животного состави"
ла 1 мг;
• кларитромицин в концентрации 0,25 мг/мл,
суточная доза для одного животного состави"
ла 1 мг.

Соответствующей группе мышей (по 10 жи"
вотных в каждой группе) в питьевую воду добав"
ляли три антибиотика вместе с 0,1%"ной L"фу"
козой.

Концентрации антибиотиков и фукозы бра"
ли из ранее опубликованных работ [35, 44, 46,
48]. Расчёт дозы антибиотиков проводили со"
гласно стандартной схемы лечения мышей
Helicobacter spp. [49]. Ранее в нашей лаборатории
было показано, что такие дозы антибиотиков
только при добавлении в корм наиболее эффек"
тивны в борьбе с хеликобактерной инфекци"
ей [36, 50].

Гистологический анализ толстой кишки. Для
гистологического анализа образцы проксималь"
ного отдела толстой кишки мышей дли"
ной ~5 мм фиксировали в 10%"ном формалине,
далее обезвоживали в спиртах восходящей кон"
центрации и последовательно проводили через
бутанол и ксилол с последующим заключением
в парафин. Далее выполняли срезы толщи"
ной 3 мкм и окрашивали с помощью двух окра"
шиваний: на ШИК"реакцию и гематоксилин"
эозином («БиоВитрум», Россия). Перед окрас"
кой образцы помещали в толуол для удаления
парафина, затем проводили по спиртам нисхо"
дящей концентрации и доводили до воды. Далее
выполняли окрашивание, согласно инструкции
производителя.

Анализ экспрессии генов в толстой кишке.
Экспрессию генов в ткани толстой кишки оце"
нивали по количеству мРНК соответствующего
гена методом ПЦР в реальном времени. Образец
ткани дистального отдела толстой киш"
ки (~5 мм) гомогенизировали в 500 мкл
TriReagent («Invitrogen», США), затем добавляли
100 мкл хлороформа и центрифугировали
10 мин, 12 000 g, 4 °С. Водную фазу, содержащую
РНК, отбирали в чистую пробирку и осаждали
изопропанолом (на льду в течение 10 мин),
центрифугировали 15 мин, 12 000 g, 4 °С, а затем
промывали 75%"ным этанолом. Образец высу"
шивали и растворяли РНК в ультрачистой деио"
низированной воде (Milli"Q). Затем образцы
РНК обрабатывали ДНКазой I («Thermo
Scientific», США), согласно рекомендациям
производителя. Обработанную РНК осаждали
96%"ным этанолом при 20 °С в течение 2 ч, а за"
тем центрифугировали (15 мин, 12 000 g, 4 °С),
далее промывали 70%"ным этанолом, высуши"
вали от спирта и растворяли в воде Milli"Q. Кон"

центрацию РНК в образцах определяли при по"
мощи NanoDrop 2000 («Thermo Scientific»).

кДНК получали путём проведения реакции
обратной транскрипции с матрицы РНК, реак"
цию проводили с обратной транскрипта"
зой MulV («СибЭнзим», Россия), согласно реко"
мендациям производителя. Смесь РНК
(3–7 мкг), праймерных олигонуклеотидов
(oligo dT и Random, 600 нг каждого) («БИОС"
СЕТ», Россия) и нуклеотидов (концентрация
1 мМ каждого) нагревали до 65 °С в течение
5 мин и охлаждали в течение 5 мин на льду. За"
тем в реакционную смесь добавляли обратную
транскриптазу (100 Ед.а.) и реакционный буфер.
Реакцию проводили при 37 °С в течение часа, а
затем инактивировали фермент нагреванием до
70 °С в течение 5 мин. Полученные образцы
кДНК хранили при –20 °С.

Количество мРНК генов оценивали по ко"
личеству кДНК в образце при помощи количе"
ственной ПЦР в реальном времени. Последова"
тельности праймерных олигонуклеотидов под"
бирали самостоятельно (табл. 1).

Правильность полученного продукта оцени"
вали по длине бэнда полученного продукта ме"
тодом электрофореза в агарозном геле. Реакци"
онная смесь (20 мкл) содержала БиоМастер HS"
qPCR SYBR Blue 1x («БиоЛабМикс», Россия),
соответствующие праймеры (0,3 мкМ каждого)
и 40–200 нг кДНК. ПЦР проводили в детекти"
рующем амплификаторе CFX96 TouchTM Deep
Well Real"Time PCR Detection System («BioRad
Laboratories», США). ДНК денатурировали
5 мин при 95 °С; далее 40 циклов: денатурация –
95 °С, 15 с; отжиг праймеров – 62 °С, 25 с; элон"
гация – 72 °С, 25 с. Каждый эксперимент повто"
ряли 3 раза и в качестве результата брали сред"
нее значение по трём показателям. Не было ни
одного случая повтора, который отличался от
двух других более чем на 5%. Количество мРНК
целевого гена нормировали на количество
мРНК гена бета"тубулина (Tubb) по формуле:
2^ (Ct целевого гена – Ct гена Tubb), где Сt –
цикл, соответствующий пороговому уровню
светимости продукта ПЦР.

Определение количества фукозы в толстой
кишке. Образец ткани толстой кишки гомогени"
зировали в жидком азоте, для анализа брали
5 мг образца и добавляли 1 мл 96%"ного этано"
ла, затем перемешивали 5 мин и центрифугиро"
вали 10 мин при 3000 g и 4 °С. Далее переносили
по 30 мкл супернатанта в две чистые пробирки и
оставляли на льду для определения количества
свободной фукозы (в одной пробирке определя"
ли фукозу, а во второй – фон образца). К остав"
шемуся образцу ткани добавляли ещё 1 мл
96%"ного этанола, и после повторения описан"
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ной выше процедуры удаляли супернатант, что"
бы избавиться от следовых остатков свободной
фукозы. Затем помещали пробирку с тканью на
лёд и растворяли осадок в 200 мкл 0,1N NaOH,
после растворения переносили по 20 мкл образ"
ца в две чистые пробирки для определения свя"
занной с белками фукозы (в одной пробирке оп"
ределяли фукозу, а во второй – фон образца). Во
все пробирки с образцами добавляли по 150 мкл
реактива серной кислоты (концентрированная
H2SO4 : H2O = 6 : 1), охлаждённого до 0 °С. Да"
лее содержимое пробирок перемешивали и ин"
кубировали в термостате при температуре 100 °С
в течение 5 мин, а затем охлаждали под проточ"
ной водой. Ко всем пробам, кроме тех, которые
служили для определения фона, добавляли по
10 мкл 3%"ного гидрохлорид L"цистина
(CysHCl) и инкубировали 90 мин при комнат"
ной температуре. Далее определяли поглощение
при 405/450 нм. Для построения калибровочных
кривых использовали растворы L"фукозы, ана"
лиз калибровочных образцов проводили парал"
лельно с экспериментальными образцами ана"
логичным образом (с шага добавления реактива
серной кислоты). Количество фукозы в образ"
цах нормировали на количество белка, опреде"
ленное методом Брэдфорда [51], и выражали как
мкг фукозы на мг белка.

Определение концентрации цитокинов в крови
методом мультиплексного анализа. Для измере"
ния уровня цитокинов 200 мкл образца крови
(n = 6 – для контроля, n = 3 – для Muc2–/–)
центрифугировали при 3 000 g в течение 15 мин
при 4 °С, затем отбирали в чистую пробирку по
150 мкл сыворотки. Концентрацию цитокинов
в сыворотке измеряли с помощью 6"плексной
панели MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine
Magnetic Bead Panel («Merck», Германия) в соот"
ветствии с рекомендациями производителя. Де"
текцию проводили с помощью системы
Luminex 200 («Merck»), используя программное
обеспечение xPONENT 3.1. Концентрацию ци"
токинов (IL"1a, IL"17, IL"12p40, IL"12p70, IL"
22, INF"gamma) представляли как пг цитокина
в мл крови.

Определение бактериальной ДНК в фекалиях
и ткани толстой кишки методом количественной
ПЦР в реальном времени. Количество бактерий в
фекалиях оценивали по количеству бактериаль"
ной ДНК гена 16S рибосомной РНК (рРНК),
нормированному на ДНК гена 28S рРНК Mus
musculus. ДНК"консервативный участок ге"
на 16S рРНК, а также Helicobacter spp.,
Bacteroides spp., Lactobacillus spp. определяли при
помощи праймеров к участку гена 16S рРНК со"
ответствующей группы бактерий. Для определе"
ния общего количества бактерий использовали

праймеры к консервативному участку бактери"
ального гена 16S рРНК. Количество ДНК ге"
на 28S рРНК M. musculus определяли при помо"
щи праймерных олигонуклеотидов («БИОС"
СЕТ»), которые подбирали самостоятель"
но (табл. 2).

Все праймерные последовательности подби"
рали при помощи программ Primer"BLAST [52]
и Unipro UGENE [53]. Реакционная смесь (20
мкл) содержала БиоМастер HS"qPCR SYBR
Blue 1x («БиоЛабМикс»), соответствующие
праймеры (300 нМ каждого) и ДНК, выделен"
ную из фекалий. ПЦР проводили в детектирую"
щем амплификаторе CFX96 TouchTM Deep Well
Real"Time PCR Detection System. ДНК денату"
рировали 5 мин при температуре 95 °С; далее
проводили 40 циклов: денатурация – 95 °С, 15 с;
отжиг праймеров – 62 °С, 25 с; элонгация –
72 °С, 25 с.

Нормирование бактериальной ДНК на ДНК
мыши (M. musculus) выполняли по формуле:
2^ (Ct гена 28S рРНК M. musculus – Ct гена
16S рРНК Bacteria), для специфических бакте"
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Название
праймера

Tnf"F
Tnf"R

Il1b"F
Il1b"R

Il6"F
Il6"R

Rorc"F
Rorc"R

Foxp3"F
Foxp3"R

Il1a"F
Il1a"R

Tubb5"F
Tubb5"R

Tbet"F
Tbet"R

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидов, ис"
пользуемых для определения уровня экспрессии генов
мРНК

Мишень

мРНК
Tnf
(кДНК)

мРНК
Il1b
(кДНК)

мРНК
Il6
(кДНК)

мРНК
Rorc
(кДНК)

мРНК
Foxp3
(кДНК)

мРНК
Il1a
(кДНК)

мРНК
Tubb5
(кДНК)

мРНК
Tbx21
(кДНК)

Последовательность 5′→3′

CCCTCACACTCAGATCATCTTCT
GGCACCACTAGTTGGTTGTCTTT

AAGGAGAACCAAGCAACGACAA
AACTCTGCAGACTCAAACTCCA

GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA
CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA

ACTACGGGGTTATCACCTGT
GTGCAGGAGTAGGCCACATT

AGGAGACATCCATCAGGGCT
TGCTGCTTTAGGTGGAGTGG

CCCGTCCTTAAAGCTGTCTG
AATTGGAATCCAGGGGAAAC

TGAAGCCACAGGTGGCAAGTAT
CCAGACTGACCGAAAACGAAGT

CCAGGGAACCGCTTATATG
CGATCATCTGGGTCACATTGT
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рий – по формуле: 2^ (Ct гена 16S рРНК
Bacteria – Ct гена 16S рРНК специфическая для
определенного сообщества бактерий), где Сt –
цикл, соответствующий пороговому уровню
светимости продукта ПЦР. Уровень бактериаль"
ной ДНК у мышей дикого типа C57BL/6 и у мы"
шей Muc2–/– выражали в условных единицах.

Определение разнообразия бактериального
состава. Разнообразие бактериальной микро"
флоры определяли методом одноцепочечного
конформационного полиморфизма (Single"
strand conformation polymorphism, SSCP) гена
16S рРНК, за основу брали методику, предло"

женную Schwieger и Tebbe [54] в 1998 г. Выделен"
ную из фекалий ДНК объединяли по группам и
проводили ПЦР, используя рекомбинантную
ДНК"полимеразу Phusion High"Fidelity DNA
Polymerase («Thermo Scientific») и праймеры
(«БИОССЕТ»), комплементарные вариабельно"
му региону 4 (V4) гена 16S рРНК, обратный
праймер был фосфорилирован на 5′"кон"
це (табл. 3).

В реакционную смесь (High"Fidelity"буфер
для полимеразы; 3% диметилсульфоксида;
200 мкМ нуклеотиды; 1 мкМ праймеры; ДНК"
полимераза) добавляли 25 нг ДНК (общий объ"
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Название праймера

Mus28S"F

Mus28S"R

16S"F

16S"R

Bac.spp"F

Bac.spp"R

Lac.spp"F

Lac.spp"R

Hel.spp"F

Hel.spp"R

E. coli"F

E. coli"R

Staphyl"F

Staphyl"R

Str.spp"F

Str.spp"R

CCOC"F

CCOC"R

Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидов, используемых для определения количества ДНК бактерий

Мишень

28S рRNA M. musculus

16S рRNA Bacteria

16S рRNA Bacteroides spp.

16S рRNA Lactobacillus spp.

16S рRNA Helicobacter spp.

16S рRNA Escherichia coli

16S рRNA Staphylococcus spp.

16S рRNA Streptococcus spp.

16S рRNA Blautia spp.

Последовательность 5′→3′

CCTGGCGCTAAACCATTCGT

AAAGCCCGCAGAGACAAACC

TCCTACGGGAGGCAGCAG

ATTACCGCGGCTGCTGG

GAGAGGAAGGTCCCCCAC

CGCTACTTGGCTGGTTCAG

ATCTTCCACAATGGRCGC

GGCTGCTGGCACGTAGTTAG

CGGAGGGTGCAAGCGTTACT

ATTCCACCTGCCTCTCCCAC

GGCAGGCCTAACACATGCAA

CCCCTCTTTGGTCTTGCGAC

ATGCAAGTCGAGCGAACG(A)GA

TGTCTCAGTTCCAGTGTGGC

GTACAGTTGCTTCAGGACGTATC

ACGTTCGATTTCATCACGTTG

GACGCCGCGTGAAGGA

AGCCCCAGCCTTTCACATC

Название праймера

Com"F

Com"R

Таблица 3. Последовательность олигонуклеотидов, используемых в методе SSCP

Источник

[54]

Краткое обозначение

V4 16S рRNA Bacteria

Последовательность 5′→3′

CAGCAGCCGCGGTAATAC

P"CCGTCAATTCCTTTGAGTTT
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ём реакции 50 мкл). Реакцию проводили в амп"
лификаторе T100TM Thermal Cycler («BioRad
Laboratories»). ДНК денатурировали при 98 °С
3 мин; затем проводили 35 циклов: денатура"
ция – 98 °С, 15 с; отжиг праймеров – 50 °С, 20 с;
элонгация – 72 °С, 20 с. Наличие продукта ПЦР
проверяли при помощи электрофореза в 1,5%"ном
агарозном геле с добавлением бромистого эти"
дия. Электрофорез проводили в 0,5"кратном
Tris"боратном буфере (44,5 мМ Tris;
44,5 мМ борная кислота; 1 мМ ЭДТА; pH 8) в те"
чение 40 мин при напряжении 130 В. Продук"
ты ПЦР вычищали из реакционной смеси с по"
мощью набора GeneJET PCR Purification
Kit («Thermo Scientific»), согласно протоколу
производителя. С очищенной пробой ставили
реакцию с экзонуклеазой фага лямбда (Lambda
Exonuclease, «Thermo Scientific»), согласно реко"
мендациям производителя. Данный фермент
обладает экзонуклеазой активностью по отно"
шению к двуцепочечным ДНК при наличии в
них фосфатных групп на 5′"конце, с его по"
мощью получали одноцепочечные ДНК. Полу"
ченные ДНК (10 мкл) денатурировали 5 мин при
температуре 95 °С в 15 мкл денатурирующего бу"
фера (95%"ный формамид; 10 мМ KOH) и ох"
лаждали реакционную смесь на льду. К получен"
ным образцам добавляли краску (0,1% бромфе"
нолового синего; 0,1% ксиленцианола) в соот"
ношении 1/100, наносили ДНК на 12%"ный по"
лиакриламидный гель и проводили электрофо"
рез в 1"кратном Tris"боратном буфере
(89 мМ Tris; 89 мМ борная кислота; 2 мМ ЭДТА;
pH 8) в течение 20 ч при напряжении 220 В.
После электрофореза гель красили сереб"
ром [55]. Гель промывали ультрачистой деиони"
зированной водой (Milli"Q) и фиксировали
20 мин в 10%"ном растворе уксусной кислоты.
Затем отмывали гель от кислоты водой Milli"Q
3 раза по 2 мин и оставляли в растворе серебра
(0,1% AgNO3, 0,15%"ный параформальдегид) на
30 мин. Раствор серебра удаляли и промывали
гель водой Milli"Q 20 с. Гель проявляли холод"
ным проявочным раствором (3% Na2CO3;
0,3% параформальдегида; 0,0002% Na2S2O3),
после проявки окрашивание останавливали хо"
лодным 10%"ным раствором уксусной кислоты.
Гель фотографировали при помощи гель"доку"
ментирующей системы Gel DocTM XR+ System
(«Bio Rad», США).

Получение лимфоцитов из мезентериальных
лимфатических узлов. Мезентериальные лимфа"
тические узлы вырезали из брыжейки и поме"
щали в пробирку на 1,5 мл, содержащую 500 мкл
натрий"фосфатного буфера (1,8 мМ KH2PO4,
10 мM Na2HPO4, 2,7 мМ KCl, 137 мМ NaCl;
pH 7,4), далее пробирку держали на льду. Гомо"

генизировали лимфатические узлы при помощи
пестикового ручного гомогенизатора («Sovtech»,
Россия), затем фильтровали суспензию через
фильтр для клеток с диаметром пор
70 мкм («BD Falcon», США), объём суспензии
клеток доводили до 1 мл натрий"фосфатным бу"
фером, отбирали 50 мкл для подсчёта количест"
ва клеток в камере Горяева. Далее промывали
суспензию 2 раза 2%"ным бычьим сывороточ"
ным альбумином (БСА) в том же натрий"фос"
фатном буфере и затем центрифугировали при
1500 g, 7 мин при 4 °С. Разбавляли лимфоциты
буфером для окрашивания (1% БСА, 0,1% NaN3

в натрий"фосфатном буфере).
Определение количества CD25+Foxp3+СD4+

клеток методом проточной цитометрии. Полу"
ченную суспензию клеток разбавляли натрий"
фосфатном буфером (1,8 мМ KH2PO4, 10 мM
Na2HPO4, 2,7 мМ KCl, 137 мМ NaCl; pH 7,4) до
концентрации 3000–5000 клеток/мкл и прово"
дили окрашивание клеток. Для этого 250 мкл
суспензии инкубировали с антителами PE/Cy7"
anti"CD4 и APC"anti"CD25 («BioLegend»,
США) 60 мин при +4 °С. Затем образцы фикси"
ровали при помощи однократного реактива
True"Nuclear™ Fix («BioLegend») 50 мин в тем"
ноте при комнатной температуре. Далее пермо"
билизировали клеточную мембрану при помо"
щи однократного True"Nuclear™ Perm Buffer
(«BioLegend»), центрифугировали 10 мин при
2100 g и 20 °С. Затем разбавляли клетки 100 мкл
буфера для пермобилизации True"Nuclear™ Perm
(«BioLegend») и инкубировали с антителами
AlexaFluor488"anti"Foxp3 («BioLegend») 90 мин в
темноте при комнатной температуре. Затем об"
разцы промывали буфером для пермобилизации
True"Nuclear™ Perm и буфером для окрашива"
ния. После промывки клетки разбавляли буфе"
ром для окрашивания до концентрации
1500–3000 клеток/мкл и хранили в темноте при
температуре 4 °С до анализа (1–2 дня). Анализ
клеток проводили на проточном цитофлуори"
метре Guava easyCyte 8HT Flow Cytometer
(«Merk»), в каждом образце анализировали 50 000
лимфоцитов. В популяции лимфоцитов выделя"
ли одиночные клетки (синглеты), затем выделя"
ли одиночные CD4+"лимфоциты. Процент
CD25+Foxp3+"клеток определяли среди CD4+"
лимфоцитов, количество CD4+CD25+Foxp3+"
клеток вычисляли из клеточности и выражали
как 106 клеток. Процент CD4+CD25+ и
CD4+Foxp3+ определяли среди лимфоцитов.

Биохимический анализ крови. Биохимичес"
кий анализ крови проводили на анализаторе
Dimension RxL Max («Dade Bexring Inc.», США).
Использовали картриджи с реагентами для оп"
ределения креатинина, креатинкиназы, аланин"
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аминотрансферазы (АЛТ), аспартатамино"
трансферазы (ACT) (Dimension Clinical Kit,
«Siemens Healthcare Diagnostics, Inc.», США).

Статистическая обработка. Все данные
представлены как среднее ± стандартное откло"
нение. Статистическую обработку полученных
данных проводили при помощи программного
обеспечения IBM@SPSS@Statistic (версия 23).
Для анализа выборок, не описывающихся нор"
мальным распределением, использовали непа"
раметрические методы статистической обработ"
ки. Сравнение между двумя группами для выбо"
рок с нормальным распределением проводили
при помощи t"критерия Стьюдента, а для выбо"
рок при отсутствии нормального распределе"
ния – при помощи критерия Манна–Уитни.

Для сравнения групп, в которых детектировался
или нет признак, использовали точный тест Фи"
шера. Обработку данных по биохимическим по"
казателям проводили методом MANOVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Мыши Muc2–/– являются наиболее подходя"
щей моделью для изучения ВЗК, поскольку на"
рушение синтеза муцина 2 связано с сокраще"
нием количества бокаловидных клеток у людей,
которые страдают ЯК [56]. В данной работе у
мышей линии С57BL/6 наблюдали ярко"розо"
вые гранулы с гликопротеинами (ШИК"реак"
ция) в бокаловидных клетках толстой кишки,
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Рис. 1. Муцины на гистологических срезах толстой кишки и концентрация фукозы в толстой кишке, качественный и ко"
личественный бактериальный состав фекалий мышей Muc2–/– и дикого типа С57BL/6. а – Гистологический срез толстой
кишки (проксимальный отдел) мышей Muc2–/– и дикого типа С57BL/6. Стрелка указывает на бокаловидную клетку с
окрашенным (ШИК"реакция) муцином. б – Фукоза, связанная с белком в ткани толстой кишки мышей Muc2–/– (n = 10)
и дикого типа С57BL/6 (n = 10). в – Качественный состав кишечной микрофлоры у мышей Muc2–/– и дикого ти"
па С57BL/6, оценённый методом одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP) вариабельного (V4) участ"
ка 16s рРНК. г – Количество бактериальной ДНК (16S рРНК Bacteria, n = 12; Bacteroides spp., n = 20; Enterococcus spp.,
n = 20; Lactobacillus spp., n = 20; Streptococcus spp., n = 13; Staphylococcus spp., n = 13; Blautia spp., n = 13; E. coli, n = 13) в фе"
калиях у мышей Muc2–/– и дикого типа С57BL/6. *** p < 0,001, t"тест Стьюдента. * p < 0,05, ** p < 0,01 – Манн–Уитни
u"тест. p = 0,06 точный тест Фишера. ND – ниже порога чувствительности метода детекции
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тогда как у мышей линии Muc2–/– гранулы с гли"
копротеинами отсутствовали (рис. 1, а). Извест"
но, что муцин 2 – основной гликопротеин, ко"
торый вырабатывают бокаловидные клетки как
толстой, так и тонкой кишок [57]. Именно по"
этому у мышей Muc2–/– отсутствуют гранулы с
муцином 2 в бокаловидных клетках.

Также известно, что у людей с БК нарушает"
ся фукозилирование муцина 2, т.е. процесс
прикрепления терминального моносахарида
фукозы [58]. На рис. 1, б мы наблюдали сниже"
ние количества связанной с белком фукозы у
мышей линии Muc2–/– по сравнению с мышами
дикого типа С57BL/6. Надо отметить, что у мы"
шей, используемых в экспериментах, присут"
ствовала инфекция Helicobacter spp. Известно,
что она способна провоцировать колит у мы"
шей Il10–/– [15].

Мы предположили, что подобный дефицит
связанной фукозы может приводить к сниже"
нию фукозилированных протеогликанов в
просвете толстой кишки. А фукоза в составе
гликанов может отщепляться фукозидазами
бактерий [59]. Тем самым отсутствие фукозы в
составе гликанов или отсутствие самих глика"
нов может влиять на разнообразие кишечных
симбиотических бактерий, так как фукоза явля"
ется для многих бактерий фактором вирулент"
ности и источником энергии [41]. Действитель"
но, у мышей Muc2–/– обнаружили качественные
изменения состава кишечной микрофлоры по
сравнению с мышами дикого типа С57BL/6, ко"
торые оценивали методом одноцепочечного
конформационного полиморфизма (SSCP) ва"
риабельного (V4) участка 16s рРНК (рис. 1. в).
Одна дорожка на рис. 1. в – это определенный
штамм бактерий.

Количественный анализ отдельных видов
бактерий, который был оценён методом ПЦР в
реальном времени, показал изменение количе"
ства ДНК 16S рРНК Bacteria (Манн"Уитни
u"тест: Z = 2,24, p > 0,05) и некоторых семейств
бактерий между линиями мышей. Мы"
ши Muc2–/– с инфекцией Helicobacter spp. не от"
личались от мышей дикого типа C57BL/6 по ко"
личеству ДНК 16S рРНК Bacteroides spp.
(Z = 0,95, p > 0,05), Enterococcus spp. (Z = 1,05,
p > 0,05), Lactobacillus spp. (Z = 0,57, p > 0,05),
Blautia spp. (Z = 1,54, p > 0,05). Однако предста"
вители семейств Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. и E. coli были достоверно ни"
же у мышей Muc2–/– по сравнению с мышами
дикого типа C57BL/6 (Z = 2,2, p > 0,05; Z = 2,8,
p < 0,01 и точный тест Фишера – p = 0,06;
рис. 1, г). Схожесть по некоторым таксономи"
ческим группам, возможно, связана с тем, что
животные проходили этап совместного содер"

жания в процессе выполнения возвратного
скрещивания мышей Muc2–/– на дикий
тип C57BL/6, и дальнейшее получение живот"
ных через гетерозиготное скрещивание родите"
лей Muc2+/–. Но все же некоторые бактериаль"
ные сообщества кишечника мышей Muc2–/– от"
личались от мышей дикого типа C57BL/6, что,
скорее всего, обусловлено отсутствием муцина 2
в просвете кишки.

Истончение муцинового слоя кишечника,
основным компонентом которого является му"
цин 2, приводит к снижению фукозы в кишеч"
нике и, как следствие, к качественным измене"
ниям кишечного микробиома [36, 45, 46]. Как
известно, из"за постоянного взаимодействия
кишечной микрофлоры и иммунных клеток ки"
шечника отсутствие муцина 2 в сочетании с из"
менением состава бактериальных представите"
лей, особенно в присутствии инфекции
Helicobacter spp., должны вызывать воспалитель"
ные реакции. Однако на гистологических срезах
у мышей Muc2–/– не было выявлено признаков
острой воспалительной реакции: инфильтрация
нейтрофилов, отёк и разрушение крипт
(рис. 2, а). Ранее было показано, что на хими"
чески"индуцированной модели ВЗК признаки
острого воспаления ярко выражены в виде отё"
ка, разрушения крипт и инфильтратов иммун"
ных клеток [43]. На гистологических срезах
проксимального отдела толстой кишки у мы"
шей Muc2–/– было выявлено только удлинение
крипт более чем в 2 раза по сравнению с мыша"
ми линии C57BL/6 (рис. 2, а). Количество кле"
ток в крипте достоверно больше у мышей ли"
нии Muc2–/– по сравнению с мышами дикого ти"
па C57BL/6 (рис. 2, б). Применение антибиоти"
ков и в сочетании с фукозой не повлияло на вы"
соту крипт (рис. 2, в и д), так, различий по коли"
честву клеток в пределах одного генотипа не
наблюдалось, а разница количества клеток в
крипте между мышами Muc2–/– и C57BL/6 со"
хранилась такой же, как и у нативных живот"
ных (рис. 2, г и е). Удлинение крипт не было свя"
зано и с наличием инфекции Helicobacter spp.,
так как в другом исследовании также было пока"
зано удлинение крипт у мышей Muc2–/–, кото"
рые не имели Helicobacter spp. [43]. Мы предпо"
лагаем, что в связи с отсутствием кишечного
гликопротеина, эпителиальные клетки и микро"
организмы тесно взаимодействуют, а удлинение
крипт может иметь адаптивный характер и обес"
печивать более эффективное выведение бакте"
рий из просвета кишечника вместо подвижного
жидкого слоя муцина.

Анализ уровня экспрессии генов в восходя"
щем отделе ткани толстой кишки показал уве"
личение количества мРНК генов провоспали"
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тельных цитокинов. Количество мРНК ге"
нов Tnf и l1a было значительно выше у мы"
шей Muc2–/– по сравнению с мышами дикого
типа C57BL/6 (рис. 2, в). Уровень мРНК ге"
нов Il1b и Il6 не отличался между мыша"
ми Muc2–/– и диким типом C57BL/6 (t = 1,8,
p > 0,05; рис. 3, а). Уровень экспрессии белка IL"
1a в ткани толстой кишки тоже демонстрирует
повышение у мышей Muc2–/– по сравнению с

диким типом C57BL/6 (Z = 2,1, p < 0,05). Коли"
чество IFN"gamma в ткани толстой кишки не
отличалось между мышами Muc2–/– и диким ти"
пом C57BL/6 (Z = 1,3, p > 0,05; рис. 3, б).

Известно, что в ответ на длительное воспале"
ние организм запускает противовоспалитель"
ный ответ с помощью активации Т"регулятор"
ных клеток [33, 60]. В связи с этим определение
экспрессии различных транскрипционных фак"
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Рис. 2. Высота крипт на гистологических срезах толстой кишки интактных мышей Muc2–/– и дикого типа С57BL/6 до и
после применения антибиотиков или антибиотиков в сочетании с фукозой. а – Гистологический срез толстой кишки
(проксимальный отдел) мышей, сравнение высоты крипт между мышами Muc2–/– и диким типом С57BL/6. Окраска ге"
матоксилин"эозином. б – Количество клеток в крипте проксимального отдела толстой кишки мышей Muc2–/– (n = 6)
и С57BL/6 (n = 11). в – Гистологический срез толстой кишки (проксимальный отдел) мышей Muc2–/– и дикого ти"
па С57BL/6 после применения антибиотиков. Окраска – ШИК"реакция. г – Количество клеток в крипте проксимально"
го отдела толстой кишки мышей Muc2–/– (n = 5) и С57BL/6 (n = 5) после применения антибиотиков. д – Гистологический
срез толстой кишки (проксимальный отдел) мышей Muc2–/– и дикого типа С57BL/6 после применения антибиотиков в
сочетании с фукозой. Окраска – ШИК"реакция. е – Количество клеток в крипте проксимального отдела толстой кишки
мышей Muc2–/– (n = 5) и С57BL/6 (n = 5) после применения антибиотиков в сочетании с фукозой. *** p < 0,001, t"тест
Стьюдента
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торов, запускающих активацию Т"клеток по
разным путям, поможет понять, какие пулы Т"
клеток преобладают в ткани толстой кишки мы"
шей Muc2–/–. Количество мРНК гена тран"
скрипционного фактора Т"регуляторных кле"
ток (Foxp3) было достоверно выше у мы"
шей Muc2–/– по сравнению с мышами дикого
типа C57BL/6 (рис. 3, в). Подобный эффект был
показан нами ранее на клетках, участниках Т"
регуляторного иммунного ответа. В мезентери"
альных лимфатических узлах количество
СD4+CD25+Foxp3+"клеток было выше у мы"
шей Muc2–/– по сравнению с мышами дикого
типа C57BL/6 при наличии Helicobacter spp. [41].
Уровень мРНК генов транскрипционных фак"
торов Th1"клеток (Tbх21) и Th17"клеток (Rorс)
не отличался между мышами Muc2–/– и C57BL/6
(t = 0,9, p > 0,05 и t = 1,1, p > 0,05 соответствен"
но; рис. 3, в). Также не было различий между ге"
нотипами мышей по уровню цитокинов IL"
22 (Z = 0,8, p > 0,05), IL"17 (Z = 0,5, p > 0,05), IL"
12p40 (Z = 1,8, p > 0,05), IL"12p70 (Z = 1,5,
p > 0,05), которые участвуют в развитии Th1" и
Th17"иммунных ответов.

По всей видимости, запуск не только воспа"
лительных, но и регуляторных механизмов
обеспечивают стабильность гомеостаза имму"
нитета в толстой кишке у мышей Muc2–/–. В бо"
лее ранних наших работах мы показали, что в
региональных лимфатических узлах количество

Т"регуляторных клеток действительно стано"
вится больше у мышей линии Muc2–/–, но толь"
ко в случае присутствия инфекции Helicobacter
spp. [44]. В ряде работ показано, что бактерии
рода Helicobacter могут запускать толерагенный
ответ, чтобы обеспечить себе благоприятную
среду для развития [17, 36, 44], но требуются до"
полнительные исследования, чтобы понять
роль хеликобактерной инфекции в этом фено"
мене.

Для уменьшения бактериальной нагрузки и
воспаления у пациентов с ВЗК часто применяют
антибактериальную терапию. Было показано,
что антибиотики для лечения Helicobacter spp. у
мышей Muc2–/– были не только малоэффектив"
ными, но и также приводили к гибели животно"
го из"за сопутствующего разрастания протозой"
ной инфекции [49]. Но антибиотики влияют на
представленность бактерий в кишечнике. При"
менение антибиотиков широкого спектра сни"
жало количество ДНК 16S рРНК Bacteria как у
мышей Muc2–/– (с 3298,7 ± 3427,7 до 12,5 ± 4,7;
Z = 2,2; p < 0,05; n = 6), так и у C57BL/6
(c 2567,8 ± 719,7 до 44,8 ± 81,3; Z = 2,8; p < 0,01;
n = 11). На фоне этого применение антибиоти"
ков у мышей Muc2–/– и C57BL/6 вызывало более
чем в 2 раза снижение связанной с белком фуко"
зы в толстой кишке (рис. 4, а). Такое снижение
фукозы может быть связано с уменьшением ко"
личества бактерий, так как фукозидазы бакте"
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Рис. 3. Провоспалительные цитокины и транскрипционные факторы в толстой кишке мышей Muc2–/– и дикого ти"
па С57BL/6. а – Количество мРНК генов провоспалительных цитокинов (Tnf, Il1a, Il1b, Il6) в восходящем отделе ткани
толстой кишки у мышей Muc2–/– (n = 11) и С57BL/6 (n = 4). б – Количество белка провоспалительных цитокинов (IL"1a,
IFN"gamma) в ткани восходящего отдела толстой кишки у мышей Muc2–/– (n = 3) и С57BL/6 (n = 6). в – Количество мРНК
генов в восходящем отделе транскрипционных факторов T"клеток (Foxp3 – Treg, Rorc – Th17, Tbx21 – Th1) в ткани толс"
той кишки у мышей Muc2–/– (n = 11) и С57BL/6 (n = 4–8). г – Количество белка цитокинов (IL"22, IL"17, IL"12p40, IL"
12p70), участников Th1" и Th17"ответа в ткани восходящего отдела толстой кишки у мышей Muc2–/– (n = 3) и С57BL/6
(n = 6). *** p < 0,001; ** p < 0,01 – t"тест Стьюдента. * p < 0,05 – Манн–Уитни u"тест. ND – ниже порога чувствительнос"

ти метода детекции
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рий могут отщеплять фукозу из гликанов как са"
мих хозяев, так и клеточных стенок бактерий.
Известно, что представители рода Bacteroides
могут экспрессировать подобные фермен"
ты [61]. В связи с этим мы решили оценить из"

менение количества представителей разных ро"
дов бактерий после применения антибиотиков.
Нам не удалось детектировать ДНК Bactero"
ides spp., Enterococcus spp. и Lactobacillus spp. как
у мышей Muc2–/– (11 из 11 позитивных без анти"
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Рис. 4. Фукоза, провоспалительные цитокины и транскрипционные факторы в толстой кишке мышей Muc2–/– и дикого
типа С57BL/6 после применения антибиотиков или антибиотиков в сочетании с фукозой. а – Фукоза, связанная с белком
в проксимальном отделе толстой кишки мышей Muc2–/– (n = 7) и С57BL/6 (n = 10) на фоне применения антибиотиков и
антибиотиков в сочетании с фукозой. Пунктирная линия: базальный уровень фукозы у каждой линии мышей, не прини"
мавших антибиотики. б – Количество белка провоспалительных цитокинов (IL"1a, INF"gamma) в восходящем отделе тка"
ни толстой кишки у мышей Muc2–/– (n = 10) и С57BL/6 (n = 8) на фоне применения антибиотиков и антибиотиков в со"
четании с фукозой. в – Количество мРНК генов провоспалительных цитокинов (Il1b, Il1a, Tnf, Il6) в восходящем отделе
ткани толстой кишки у мышей Muc2–/– (n = 10) и С57BL/6 (n = 13) на фоне применения антибиотиков и антибиотиков в
сочетании с фукозой. г – Количество транскрипционных факторов T"клеток (Foxp3 – Treg, Rorc – Th1, Tbx21 – Th17) в
восходящем отделе ткани толстой кишки у мышей Muc2–/– (n = 10) и С57BL/6 (n = 13) на фоне применения антибиоти"
ков и антибиотиков в сочетании с фукозой. д – Количество белка цитокинов (IL"22, IL"17, IL"12p40, IL"12p70), участни"
ков Th1" и Th17"ответа в ткани восходящего отдела толстой кишки у мышей Muc2–/– (n = 10) и С57BL/6 (n = 8) на фоне
применения антибиотиков и антибиотиков в сочетании с фукозой. * p < 0,05, ** p < 0,01; t"тест Стьюдента. ND – ниже по"
рога чувствительности метода детекции
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биотиков к 6 из 6 негативных после терапии,
точный критерий Фишера, p < 0,001), так и у ди"
кого типа C57BL/6 на фоне приёма антибиоти"
ков (9 из 9 позитивных без антибиотиков к 6
из 6 негативных после терапии, точный крите"
рий Фишера, p < 0,001).

Известно, что у пациентов с ВЗК примене"
ние антибиотиков может уменьшать воспаление
в силу снижения бактериальной нагрузки [19].
На фоне приёма антибиотиков у мышей Muc2–/–

не было достоверного изменения количества
мРНК генов провоспалительных цитоки"
нов Tnf (c 0,024 ± 0,011 до 0,019 ± 0,009;
Z = 0,9; p > 0,05; n = 16), Il1a (c 0,097 ± 0,04 до
0,14 ± 0,11; Z = 0,6; p > 0,05; n = 17), Il1b
(c 0,096 ± 0,12 до 0,07 ± 0,08; Z = 0,4; p > 0,05;
n = 17) и Il6 (c 0,002 ± 0,001 до 0,004 ± 0,003;
Z = 1,9; p > 0,05; n = 14; рис. 3, б). Также не бы"
ло эффекта от антибиотиков у мышей Muc2–/–

на количество белка провоспалительных цито"
кинов IL"1a (c 0,69 ± 0,09 до 0,94 ± 0,52; Z = 0,7;
p > 0,05; n = 8) и IFN"gamma (c 0,02 ± 0,02 до
0,07 ± 0,06; Z = 1,5; p > 0,05; n = 8). При этом у
мышей линии C57BL/6 был эффект антибиоти"
ков на уровень мРНК генов провоспалительных
цитокинов. Количество мРНК гена Tnf возрас"
тало c 0,004 ± 0,002 до 0,008 ± 0,009; Z = 2,1
(p < 0,05; n = 12), а Il6 снижалось в 3 раза c
0,003 ± 0,0005 до 0,001 ± 0,0005; Z = 2,6 (p < 0,01;
n = 12). Экспрессия остальных генов не измени"
лась: Il1a (c 0,022 ± 0,025 до 0,018 ± 0,009; Z = 0,3;
p > 0,05; n = 12) и Il1b (c 0,006 ± 0,005 до
0,016 ± 0,008; Z = 1,9; p > 0,05; n = 12). Количе"
ство провоспалительного цитокина IL"1a в тка"
ни толстой у мышей линии C57BL/6 увеличи"
лось в 5 раз на фоне применения антибиотиков
(c 0,18 ± 0,22 до 1,23 ± 0,16; Z = 2,3; p < 0,05;
n = 9), тогда как INF"gamma не изменился (c
0,004 ± 0,004 до 0,06 ± 0,08; Z = 1,1; p > 0,05;
n = 9). Несмотря на применение антибиотиков
разница между линиями сохранилась (рис. 4, в).
Таким образом, при наличии Helicobacter spp. у
мышей Muc2–/–приём антибиотиков снижает
количество бактерий основных таксономичес"
ких групп, но не вызывает уменьшения провос"
палительного ответа.

Известно, что для переключения воспаления
на противовоспалительный ответ необходимо
активировать Т"регуляторные клетки. Действи"
тельно, уровень экспрессии гена Foxp3 у мы"
шей Muc2–/– на фоне приёма антибиотиков дра"
матически снижался с 0,17 ± 0,06 до 0,005 ± 0,002
(Z = 3,1; p < 0,01; n = 15). У мышей Muc2–/–, по"
лучавших только антибиотики, количество
CD4+CD25+Foxp3+"клеток достоверно снижа"
лось (с (171,0 ± 86,9) × 103 до (33,9 ± 23,2) × 103;
Z = 3,18; p < 0,01; n = 15). Таким образом, обед"

нение микрофлоры вызывало снижение Т"регу"
ляторных клеток в мезентериальных лимфати"
ческих узлах.

Транскрипционные факторы Th1" и Th17"
ответа не изменились на фоне терапии антибио"
тиками у мышей Muc2–/–: Tbex с 0,0008 ± 0,0004
до 0,0012 ± 0,0006 (Z = 1,1; p > 0,05; n = 17) и Rorc
c 0,20 ± 0,07 до 0,17 ± 0,05 (Z = 1,7; p > 0,05;
n = 16). Аналогично, у мышей Muc2–/– не было
эффекта антибиотиков на количество цитоки"
нов IL"22 (с 0,35± 0,36 до 0,17 ± 0,12; Z = 0,1;
p > 0,05; n = 8), IL"17 (с 0,08 ± 0,001 до
0,09 ± 0,02; Z = 0,6; p > 0,05; n = 8), IL"12p40
(с 0,06 ± 0,01 до 0,10 ± 0,06; Z = 0,7; p > 0,05; n = 8),
IL"12p70 (с 0,12 ± 0,02 до 0,08 ± 0,07; Z = 1,1;
p > 0,05; n = 8), которые участвуют в развитии
Th17" и Th1"иммунных ответов. У мышей дико"
го типа C57BL/6 антибиотики привели не толь"
ко к повышению экспрессии гена Tnf с
0,004 ± 0,002 до 0,008 ± 0,003 (Z = 2,0; p < 0,05;
n = 12), но и к активации гена Tbex21 (тран"
скрипционного фактора Th1"клеток)
с 0,00006 ± 0,00007 до 0,00082 ± 0,00071 (Z = 2,7;
p < 0,01; n = 11). Остальные транскрипционные
факторы не изменились на фоне терапии анти"
биотиками у C57BL/6 мышей, так же как и у
мышей Muc2–/–: Foxp3 с 0,011 ± 0,008 до
0,005 ± 0,002 (Z = 1,3; p > 0,05; n = 12) и Rorc c
0,16 ± 0,05 до 0,17 ± 0,05 (Z = 0,5; p > 0,05; n = 12).
Однако уровень IL"17, который вовлечён в
Th17"ответ, вырос в 2 раза на фоне приёма анти"
биотиков (с 0,09 ± 0,02 до 0,21 ± 0,08; Z = 2,3;
p < 0,05; n = 9). Антибиотики не повлияли на
другие цитокины, участвующие в Th17" и Th1"
иммунных ответах: IL"22 (с 0,18 ± 0,18 до
0,26 ± 0,08; Z = 0,8; p > 0,05; n = 9), IL"12p40
(с 0,09 ± 0,03 до 0,16 ± 0,15; Z = 0,8; p > 0,05;
n = 9) и IL"12p70 (с 0,08 ± 0,04 до 0,06 ± 0,08;
Z = 0,8; p > 0,05; n = 9). Антибиотики нивелиро"
вали различия между линиями мышей (рис 4, г).
Таким образом, снижение экспрессии Т"регуля"
торного фактора у мышей Muc2–/– на фоне при"
ёма антибиотиков не способно сдерживать вос"
паление в кишке даже при снижении бактери"
альной нагрузки.

Ранее был показан эффект добавления пи"
щевой L"фукозы на активацию макрофагов,
элиминацию протозойной инфекции и увеличе"
ние триптофан"производящих бактерий [42, 43,
49]. При терапии антибиотиками уровень фуко"
зы снижался у мышей Muc2–/–, а добавленная к
антибиотикам L"фукоза восстанавливала уро"
вень связанной фукозы до исходного уровня в
толстой кишке как мышей Muc2–/–, так и
C57BL/6 (рис 4, а). Повышение уровня фукозы
в кишке может быть ассоциировано с восста"
новлением бактериального сообщества. Анализ



качественного разнообразия бактерий в фека"
лиях мышей Muc2–/– показал изменение при до"
бавлении фукозы к антибиотикам по сравнению
с монотерапией антибиотиками (рис. 5, а). И
действительно, добавление фукозы к антибио"
тикам частично восстанавливало количество
ДНК 16S рРНК Bacteria только у мышей Muc2–/–

(с 12,5 ± 4,7 до 81,6 ± 61,6; Z = 2,2; p < 0,05; n = 6),
тогда как у C57BL/6 достоверного восстановле"
ния не было (с 44,6 ± 81,2 до 0,7 ± 0,7; Z = 0,5;
p > 0,05; n = 11). Фукоза с антибиотиками час"
тично восстанавливала только количество ДНК
Bacteroides spp. у мышей Muc2–/– (6 из 6 негатив"
ных на фоне антибиотикотерапии против 5
из 5 позитивных при добавлении фукозы, точ"
ный критерий Фишера, p < 0,01), чего не наблю"
далось у мышей линии C57BL/6 (6 из 6 негатив"
ных на фоне антибиотикотерапии против 2
из 5 позитивных при добавлении фукозы, точ"
ный критерий Фишера, p > 0,05; рис. 5, б). Вос"
становленный добавлением фукозы уровень
Bacteroides spp. не отличался от исходно"
го (рис. 5, б). При этом Enterococcus spp. и
Lactobacillus spp. не восстанавливались даже час"
тично у мышей обоих генотипов. Можно пред"
положить, что фукоза в толстой кишке мы"
шей Muc2–/– является источником энергии в
большей степени для бактерий рода Bacteroides,
что обусловливает частичное восстановление их
популяции на фоне приёма пищевой L"фукозы.
Однако Enterococcus spp. и Lactobacillus spp. не
восстанавливались у обоих генотипов мышей,
что даёт возможность предположить о более
сложной метаболической роли фукозы для бак"
териального сообщества кишечника.

Так как интоксикация бактериальными пат"
тернами и самими антибиотиками может при"
водить к нарушению биохимических показате"
лей крови, были оценены ферменты в крови:
аланинаминотрансфераза (АЛТ), аспартатами"
нотрансферазы (АСТ), креатинин до и после
применения антибиотиков и в сочетании с фу"
козой у мышей Muc2–/–. MANOVA показала дос"
товерный эффект группы только для АСТ
(рис. 5, в). У мышей дикого типа C57BL/6 не
наблюдали достоверных отличий между биохи"
мическими показателями на фоне приёма анти"
биотиков и в сочетании с фукозой (рис. 5, г).
Можно предположить, что применение антибио"
тиков не влияет на гомеостаз мышей дикого ти"
па, поскольку у них присутствует естественный
барьер в виде муцинов, и это препятствует ин"
токсикации погибающими патогенами в кишеч"
нике.

Антибиотики вызывали увеличение количе"
ства фермента АСТ в крови у мышей Muc2–/–,
что может быть связано с интоксикацией и из"

менением общего метаболизма в результате дис"
биоза. Ранее у мышей Muc2–/–Kaisoy/– было по"
казано, что лечение Helicobacter spp. антибиоти"
ками приводило к гибели животных [35]. У мы"
шей при отсутствии муцина 2 повышается про"
ницаемость кишечника [36, 37], таким образом,
бактериальные паттерны могут попадать в кровь
и вызывать цитотоксичность, которая сопро"
вождается увеличением АСТ и даже гибелью
животных, как было показано ранее [36, 50]. До"
бавление L"фукозы к данной схеме приёма ан"
тибиотиков снижает концентрацию данного
фермента в крови до нормы, что является приз"
наком уменьшения количества негативного
действия антибиотиков (рис. 5, в). Добавление
фукозы полностью не восстанавливало уровень
креатинина, в связи с чем можно предположить,
что метаболизм Muc2–/– не может восстановить"
ся до исходного уровня (рис. 5, в).

Приём фукозы с антибиотиками восстанав"
ливал связанную с белком фукозу в толстой киш"
ке, частично поднимал количество ДНК
Bacteroides spp. и нормализовал биохимические
показатели у мышей Muc2–/–, однако это не сни"
жало уровень воспалительных факторов. Умень"
шение экспрессии гена Foxp3 также может усугу"
бить состояние иммунной системы мы"
шей Muc2–/–. В связи с этим можно полагать, что
восстановление микрофлоры при добавлении
фукозы к антибиотикам может повлиять на уро"
вень воспалительных цитокинов и транскрипци"
онные факторы. У мышей Muc2–/– фукоза не вос"
станавливала уровень экспрессии генов провос"
палительных цитокинов (рис. 4, в). Не восстано"
вила фукоза и количество провоспалительных
цитокинов в ткани толстой кишки у мы"
шей Muc2–/– (рис. 4, б). Уровень мРНК генов
транскрипционных факторов Th1 и Treg также не
изменился под действием фукозы, кроме ге"
на Rorc (Th17), который вообще переставал де"
тектироваться (рис. 4, г). Несмотря на отсутствие
действия фукозы на количество мРНК ге"
на Foxp3, мы обнаружили, что при добавлении
фукозы восстанавливается количество регуля"
торных Т"клеток в мезентериальных лимфати"
ческих узлах у мышей Muc2–/– (с (33,9 ± 23,2) × 103

до (89,0 ± 54,3) × 103; Z = 1,97; p < 0,05; n = 13). Та"
ким образом, добавление L"фукозы корригиро"
вало эффект антибиотиков на снижение количе"
ства регуляторных Т"клеток. Снижение же
экспрессии гена Rorc в ответ на добавление фуко"
зы согласовывалось и с уменьшением количества
IL"17 у мышей Muc2–/– (рис. 4, д).

Стоит отметить, что фукоза приводила к по"
вышению экспрессии генов Tnf и Il6 и сниже"
нию Ila C57BL/6"мышей (рис. 4, в). Однако фу"
коза не повлияла на количество провоспали"
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Рис. 5. Качественный и количественный бактериальный состав фекалий, биохимические показатели крови мы"
шей Muc2–/– и дикого типа С57BL/6 после применения антибиотиков или антибиотиков в сочетании с фукозой. а – Ка"
чественный состав кишечной микрофлоры у мышей Muc2–/– после применения антибиотиков и фукозы, оценённый ме"
тодом одноцепочечного конформационного полиморфизма (SSCP) вариабельного (V4) участка 16s рРНК. б – Количест"
во бактериальной ДНК Bacteroides spp. в фекалиях у интактных мышей Muc2–/– (n = 22) и дикого типа С57BL/6 (n = 21)
после применения антибиотиков или антибиотиков в сочетании с фукозой. в – Биохимические показатели крови мышей
линии Muc2–/– (n = 26) до применения антибиотиков, на фоне приёма антибиотиков и антибиотиков с совокупности с фу"
козой. г – Биохимические показатели крови мышей линии C57BL/6 (n = 17) до применения антибиотиков, на фоне при"
ёма антибиотиков и антибиотиков с совокупности с фукозой. ** p < 0,01 – точный критерий Фишера. ND – ниже порога
чувствительности метода детекции



тельных цитокинов в ткани толстой кишки у
C57BL/6"мышей (рис. 4, б). Достоверно снизи"
лось на фоне приёма антибиотиков с фукозой
количество мРНК транскрипционных факто"
ров, участвующих в Th17" и Th1"иммунных от"
ветах, и повысился Tbx21 у C57BL/6"мы"
шей (рис. 4, г). Но только количество IL"22,
участвовавшего в Th17"ответе, точно также сни"
зилось при добавлении фукозы к антибиотикам
у мышей дикого типа (рис. 4, д). Фукоза повли"
яла на экспрессию и уровень белка отдельных
иммунных факторов.

Таким образом, добавление фукозы, компо"
нента муцина 2, при антибактериальной тера"
пии мышей Muc2–/– помогает сохранить
Bacteroides spp., ослабить негативное действие
антибиотиков и восстановить количество регу"
ляторных Т"клеток в мезентериальных лимфа"
тических узлах, но не влияет на другие иммун"
ные показатели. Для понимания механизма
действия фукозы необходимо в дальнейшем
протестировать её на животных без сопутствую"
щих патогенов, а также проверить её эффект на
отдельных пулах иммунных клеток, таких как
макрофаги, дендритные клетки и лимфоциты
как в экспериментах in vivo, так и in vitro. Важно
ещё оценить возможность утилизации L"фукозы
различными бактериями, обитающими в ЖКТ и
возможность её воздействия на запуск фукози"
лирования клеточных стенок бактерий. Если по"
добные гликаны клеточных стенок бактерий бу"
дут способны запускать толерагенность, то они
станут перспективными компонентами для под"
держивающей терапии при ВЗК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение антибиотиков, глюкокортико"
стероидов и иммуносупрессоров является клю"
чевым звеном в медикаментозной терапии вос"
палительных заболеваний кишечника, при этом
очевидно, что, в целом, это отрицательно влия"
ет на симбиотическую микрофлору ЖКТ и в
связи с угнетением иммунной системы и изме"
нением метаболических процессов организма
может способствовать укреплению колоний ус"
ловно"патогенной и патогенной микрофлоры за
счёт освобождения адгезивной поверхности и
увеличения количества нутриентов, характер"
ных для питания данных микроорганизмов [19].
Также известно, что признаком всех моде"
лей ВЗК является истончение мукозального
слоя кишечника и, как следствие, дисбаланс
нормофлоры [37, 38]. Таким образом, для оцен"
ки состояния кишечной микробиоты и иммун"
ного ответа организма было проведено сравне"

ние двух линий мышей, одна из кото"
рых (Muc2–/–) имеет дефицит муцина 2 в кишеч"
нике. При этом отличий по основным таксоно"
мическим группам бактерий у мышей обоих ли"
ний нет, а также у животных на протяжении все"
го эксперимента детектировали Helicobacter spp.
Удлинение крипт, как анатомо"физиологичес"
кая особенность мышей Muc2–/–, вероятно,
имеет адаптивный механизм элиминации мик"
рофлоры из кишечника.

Применение пребиотиков при ВЗК может
иметь огромную перспективу. Так, в настоящем
исследовании было показано, что пищевая L"
фукоза частично восстанавливала Bacteroides
spp. и помогала сохранить связанную с белком
фукозу в ткани кишечника. Это сочеталось с
восстановление уровня АСТ. Но фукоза не пока"
зала эффективного снижения воспалительного
процесса в ткани толстой кишки на фоне приё"
ма антибиотиков. Отсутствие эффекта на воспа"
ление может быть связано с негативным
действием антибиотиков на количество Т"регу"
ляторных клеток, повышение которых является
характерной особенностью для мышей Muc2–/–,
у которых воспаление, по всей видимости, на"
чинается с раннего возраста. Необходимо в
дальнейшем исследовать возрастные особен"
ности развития воспаления у мышей Muc2–/–.

Исследования эффектов пищевой фукозы,
как компонента муцина 2, необходимо продол"
жать в том числе на моделях без сопутствующих
инфекций, а также более подробно рассмотреть
её на культурах иммунных клеток, макрофагов и
дендритных клеток, которые имеют рецептор,
способный распознавать фукозу в составах гли"
канов бактерий. Также следует понять, может ли
пищевая фукоза встраиваться в клеточные стен"
ки бактерий, которые имеют различные фуко"
зилтрансферазы. Все это подтверждает актуаль"
ность изучения фукозы и фукозилированных
гликанов как потенциальных активаторов Т"ре"
гуляторной функции.

Финансирование. Работа выполнена за счёт
средств федерального бюджета на проведение
фундаментальных научных исследований (тема
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содержание лабораторных животных) и при
поддержке Российского научного фонда (грант
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THE ROLE OF GLYCOPROTEIN MUCIN 2 AND L�FUСOSУ
IN THE INTERACTION OF IMMUNITY AND MICROFLORA

OF EXPERIMENTAL MODEL OF INFLAMMATORY BOWEL DISEASES

V. D. Betz1, K. M. Achasova2,3, M. A. Borisova4, E. N. Kozhevnikova1,2,3, and E. A. Litvinova2*

1 Novosibirsk State Agrarian University, 630039 Novosibirsk, Russia
2 Research Institute of Neurosciences and Medicine, 630117 Novosibirsk, Russia; e"mail: litvinovaea@physiol.ru

3 Institute of Molecular and Cellular Biology, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
630090 Novosibirsk, Russia

4 Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
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Many factors underlie the development of inflammatory bowel diseases in humans. In particular, an imbalance in the
microbiota and a thinning of the mucosal layer in the large intestine play a huge role. Pathogenic agents exacerbate
disease progression. In view of this role, a study was carried out on the effect of mucin 2 deficiency on the diversity of
intestinal microflora in an experimental model of Muc2 knockout mice in the presence of Helicobacter spp. We also
evaluated the regenerative and anti"inflammatory effect of dietary L"fucose in Muc2–/– mice. For this purpose, the
bacterial diversity in feces was studied in animals before and after the application of antibacterial therapy and the role
of dietary L"fucose in its recovery was assessed. To determine the effect of bacterial imbalance and the role of fucose
on the immune system, the mRNA levels of the genes of proinflammatory cytokines (Tnf, Il1a, Il1b, Il6) and tran"
scription factors of T cells (Foxp3 – Treg, Rorc – Th17, Tbx21 – Th1) were determined in the colon tissue of Muc2–/–

mice. A significant elimination of bacteria against the background of antibiotic use caused a decrease in fucose in the
intestine, and also provoked a decrease in the transcription factor T of regulatory cells (Foxp3). When food L"fucose
is added to antibiotics, the level of bacterial DNA of Bacteroides spp. in the feces of mice, Muc2–/– was partially
restored. T regulatory cells are involved in the regulation of inflammation in Muc2–/– mice. Antibiotics reduced their
number, which did not reduce the inflammatory response to infection. Fucose, as a component of mucin2, helps pre"
serve Bacteroides spp. During antibiotic therapy in Muc2–/– mice and restore biochemical parameters, but does not
affect the inflammatory response.

Keywords: IBD, macrophages, pathogens, microbiota, antibiotics, L"fucose, mucin 2
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В настоящей работе мы исследовали влияние уровня сывороточного програнулина на течение и тяжесть за�
болевания, вызванного коронавирусной инфекцией (COVID�19). Также была изучена возможность исполь�
зования этого параметра в качестве биомаркера у больных коронавирусной инфекцией. В исследовании
участвовал 61 пациент с COVID�19, все больные были отнесены к следующим группам: бессимптомные, па�
циенты с легкой формой заболевания, пациенты средней тяжести и тяжелые. В образцах сыворотки крови,
полученных от всех участников проекта, с помощью коммерческих наборов для проведения иммунофермент�
ного анализа (ELISA) определяли концентрации програнулина, TNF�α и IL�6. Клинические показатели,
такие как WBC, PLT, NE, LY, ALT, AST, Hb, PCT и CRP, определяли на биохимическом анализаторе. Все ре�
зультаты анализа образцов крови больных мы сравнили с параметрами образцов 20 здоровых участников
исследования. У больных с COVID�19 концентрация програнулина в сыворотке крови была статистически
достоверно выше, чем в контрольной группе здоровых людей [112,6 ± 54,8, 0,0 (0,0–54,2 пкг/мл соответ�
ственно, p = 0,000)]. Чтобы оценить возможность использования програнулина в качестве биомаркера у
больных COVID�19 мы использовали ROC�анализ. Мы обнаружили, что для програнулина характерно бо�
лее высокое значение AUC (0,931 ± 0,08) и более статистически значимая величина p по сравнению с CRP
(p = 0,000). Таким образом, мы пришли к выводу, что при коронавирусной инфекции уровни програнулина
достигают высоких значений и могут быть использованы в качестве определяющего параметра при диагнос�
тике и прогнозировании течения болезни; уровень програнулина также может быть лучшим маркером по
сравнению с CRP.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: COVID�19, CRP, IL�6, програнулин.
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ПОВЫШЕНИЕ УРОВНЯ СЫВОРОТОЧНОГО ПРОГРАНУЛИНА
У БОЛЬНЫХ КОРОНАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ (COVID�19):
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь, вызываемая коронавирусной ин�
фекцией COVID�19, или SARS�CoV�2 (тяжелый
острый респираторный синдром, вызываемый
коронавирусом, 2), ассоциирована со значи�
тельными нарушениями функции легких и мно�
жественными проявлениями в других органах и
тканях, включая тромбоэмболию, кровотече�

ния, повреждения миокарда, нарушение работы
желудка и кишечника [1]. Спектр клинических
проявлений варьирует от отсутствия симптомов
и относительно легкого течения болезни до тя�
желых и опасных для жизни состояний, требую�
щих интенсивной терапии [2]. В связи с усиле�
нием эпидемии COVID�19 возникает острая не�
обходимость в выявлении клинико�лаборатор�
ных предикторов прогрессирования в сторону
тяжелых и фатальных форм течения этого забо�
левания.

Интерлейкин 6 (IL�6) и фактор некроза опу�
холи α (TNF�α) являются важными членами се�
ти цитокинов, обладающими как противовоспа�
лительными, так и провоспалительными свой�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : COVID�19 – коронавирус�
ная инфекция 2019 г.; CRP – С�реактивный белок;
IL�6 – интерлейкин�6; PRGN – програнулин; TNF�α –
фактор некроза опухоли α.

* Адресат для корреспонденции.

EDN: QYZJHE
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ствами. Нарушение регуляции продукции цито�
кинов способствует развитию аутоиммунных
состояний или персистированию инфекции,
что приводит к поддержанию патологического
хронического воспалительного состояния [3].
Белок IL�6 представляет собой провоспалитель�
ный цитокин, который стимулирует ответные
реакции острой фазы, гематопоэз и специфи�
ческие иммунные реакции. Недавно было пока�
зано, что уровень этого цитокина коррелирует с
высокой смертностью у пациентов с COVID�19
[4]. Из числа изученных цитокинов также была
особо отмечена роль TNF�α, что обусловлено
его расположением у истока каскада воспали�
тельных реакций и наличия у него множества
функций в работе иммунной системы [5].

Програнулин (PGRN), также известный как
предшественник гранулина�эпителина, про�
эпителин [6], акрогранин [7] и эпителиальный
трансформирующий фактор роста, представля�
ет собой гликопротеин, состоящий из тандем�
ных повторов 12 цистеин�содержащих модулей,
называемых гранулиновыми или эпителиновы�
ми доменами. Известно, что PGRN как плейот�
ропный фактор роста играет важную роль в под�
держании и регуляции динамики гомеостаза в
ходе нормального развития тканей, пролифера�
ции, регенерации тканей и при иммунном отве�
те (HDR, host defense response). В связи с этими
функциями белок активно исследовали в кон�
тексте развития инфекционных заболеваний,
при заживлении ран, канцерогенезе, нейропро�
лиферативных и нейродегенеративных заболе�
ваниях [8]. Взаимосвязи между PGRN и воспа�
лительными процессами носят сложный харак�
тер. PGRN связывается с рецепторами TNF�α и
ингибирует TNF�α�зависимые сигнальные пу�
ти. В частности, PGRN блокирует способность
TNF�α стимулировать респираторный взрыв
нейтрофилов. На этом основании PGRN рас�
сматривается как противовоспалительный фак�
тор [9].

С�реактивный белок (CRP) является одним
из неспецифических белков острой фазы ответа,
синтезируемых в печени с участием IL�6�ассо�
циированного сигнального пути. Повышение
его уровня служит в качестве биомаркера воспа�
лительных процессов, инфекции и поврежде�
ния тканей [10, 11]. В ряде работ было обнару�
жено, что в сыворотке крови больных COVID�19
повышена концентрация этого белка [12–14].

Коронавирусная инфекция (COVID�19) яв�
ляется новым инфекционным заболеванием,
для которого до настоящего времени не вырабо�
таны лабораторные маркеры для оценки тяжес�
ти заболевания. В связи с этим целью настоя�
щей работы было изучение возможности ис�

пользования показателей уровня програнулина
для предсказания течения и тяжести протекания
болезни у пациентов с COVID�19, а также оцен�
ка того, может ли этот показатель быть исполь�
зован в качестве биомаркера в таких случаях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Больные COVID�19 и здоровые
люди были отобраны из числа посетителей ин�
фекционного отделения исследовательской
больницы университета имени Ататюрка. Груп�
пы были организованы из больных с COVID�19,
а также здоровых пациентов со сходными де�
мографическими показателями. COVID�19 ди�
агностировали с помощью ПЦР в реальном вре�
мени (RT�PCR). Для этого у больных брали об�
разцы из носоглотки и ротовой полости. В конт�
рольную группу были включены здоровые во�
лонтеры со сходными с COVID�положительны�
ми пациентами демографическими показателя�
ми и отрицательными результатами ПЦР�тести�
рования на коронавирусную инфекцию при от�
сутствии каких�либо жалоб. Забор образцов
крови производили после одобрения настояще�
го исследования этическим комитетом по про�
ведению клинических исследований (No: B.30.
2.ATA.0.01.00/411). Все случаи коронавирусной
инфекции велись в соответствии с Националь�
ными рекомендациями. Больные COVID�19 бы�
ли разбиты на следующие группы: бессимптом�
ные (AG, отсутствие симптомов, без отклоне�
ний от нормы при визуализационных исследо�
ваниях грудной клетки), больные с легкой фор�
мой при отсутствии осложнений (NCG, боль�
ные с такими симптомами, как повышенная тем�
пература, боли в мышцах и суставах, кашель, бо�
ли в горле при отсутствии дыхательных наруше�
ний: частота дыхания < 24/мин, SpO2 > 93% в
комнатном воздухе и нормальная картина при
рентгенографии грудной клетки и/или КТ лег�
ких), больные средней тяжести (MG, больные с
такими симптомами, как повышенная темпера�
тура, боли в мышцах и суставах, кашель, боли в
горле, частота дыхания < 30/мин, SpO2 > 90% в
комнатном воздухе и признаки пневмонии от
легких до средних на рентгеновских снимках
и/или КТ) и тяжелобольные (SG, больные с та�
кими симптомами, как лихорадка, боли в мы�
шах, суставах, кашель и боли в горле с учащен�
ным поверхностным дыханием (тахипноэ, час�
тота дыхания ≥ 30/мин), уровень SpO2 ≤ 90% в
комнатном воздухе и признаки двусторонней
пневмонии, выявляемые при рентгенографии
или КТ грудной клетки). В первый день поступ�
ления производили забор крови у больных в
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группах MG и SG. В эти группы входили паци�
енты, принимавшие различные противовирус�
ные препараты (Tamiflu, Plaquanil, Favipavir) и
при этом не имевшие хронических заболеваний
(таких как ХОБЛ, туберкулез или СПИД). Боль�
ные, принимающие антидепрессанты или полу�
чающие химиотерапию, в исследование вклю�
чены не были. Здоровые добровольцы – взрос�
лые люди старше 18 лет, сопоставимые по воз�
расту с группой больных, имеющие нормальные
показатели физического развития и нормаль�
ные результаты рутинных анализов, не беремен�
ные и не имеющие хронических заболеваний,
таких как ХОБЛ, туберкулез или СПИД. Все
больные с COVID�19 (COVID�19 (+)), вошед�
шие в группу тяжелобольных, получали медицин�
скую помощь в отделении интенсивной терапии
(ICU, intensive care unit), и девять больных были
подключены к аппарату искусственной венти�
ляции легких. В начале настоящего исследова�
ния образцы крови были получены в общей
сложности от 95 человек, и все они были вклю�
чены в число участников исследования. Однако
с учетом критериев включения и исключения
четверо молодых людей моложе 20 лет, восемь
человек, чьи образцы сыворотки крови подверг�
лись гемолизу, а также двое пациентов, получив�
ших отрицательный результат при повторном
ПЦР�тестировании, были исключены из насто�
ящего исследования. В итоге в настоящем ис�
следовании были использованы образцы сыво�
ротки крови, полученные от 81 человека.

Биохимический и клинический анализ крови.
У больных, госпитализированных в нашу боль�
ницу, были взяты образцы крови. Часть образ�
цов была отправлена в лабораторию при боль�
нице для проведения рутинных анализов, а дру�
гая часть – в лабораторию отделения медицинс�
кой биохимии медицинского факультета уни�
верситета имени Ататюрка для определения
уровней IL�6, TNF�α и PGRN. Результаты тес�
тов на IL�6, TNF�α и PGRN, полученные для
каждого пациента, регистрировали вместе с ин�
формацией о возрасте, поле, коморбидных сос�
тояниях и биохимических параметрах крови
(ALT, AST, WBC, NE, LY, PLT, Hb, PCT и CRP).

Определение уровня IL�6, TNF�αα и PGRN в
сыворотке крови. Концентрации TNF�α в образ�
цах сыворотки крови определяли с помощью
специфичного для белков человека иммунофер�
ментного анализа (Hu TNF�ELISA kit;
Cat. No. KE00154, AuthentiKine, США). Концен�
трации сывороточного IL�6 измеряли с исполь�
зованием специфичного для белков человека
иммуноферментного анализа (Hu IL�6 ELISA
kit; Cat. No. KE00139, AuthentiKine). Определе�
ние концентрации PGRN в образцах сыворотки

крови проводили с использованием соответ�
ствующего набора для иммуноферментного оп�
ределения белков (Hu PGRN ELISA kit;
Cat. No. MBS163502, MyBioSource, Бельгия).
Анализ IL�6, TNF�α и PGRN проводили с ис�
пользованием микропланшетного ридера
(XS Powerwave, BioTEK, США).

Статистическая обработка результатов. Для
проведения статистической обработки получен�
ных результатов нами был использован пакет
программ IBM SPSS 20.0. Полученные результа�
ты представлены в виде среднего значения,
стандартного отклонения, минимального и мак�
симального значений, процента и количества.
Для определения нормального распределения
непрерывных величин использовали критерий
Колмогорова–Смирнова. При сравнении двух
независимых групп для данных с нормальным
распределением использовали t�критерий для
независимых образцов, а в других случаях при�
меняли U�критерий Манна–Уитни. При срав�
нении непрерывных величин из более чем двух
независимых групп и при условии соблюдения
нормального распределения использовали кри�
терий ANOVA. В противном случае использова�
ли критерий Краскела–Уоллиса. Для анализа
данных с нормальным распределением исполь�
зовали корреляционный анализ Пирсона, а для
других данных – корреляционный анализ
Спирмена.

Анализ данных с использованием ROC�кри�
вой (ROC, receiver operating characteristic) при�
меняли с целью оценки возможности использо�
вания непрерывных величин для диагностики, а
также определения порогового значения, поло�
жительной прогностической ценности (PPV,
positive predictive value), отрицательной прогнос�
тической ценности (NPV) и площади под кри�
вой (AUC, area under the curve). Уровень статис�
тической значимости для всех данных был уста�
новлен на значении p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В табл. 1 представлены демографические ха�
рактеристики и параметры радиологических
снимков пациентов с COVID�19 и контрольной
группы здоровых людей. Статистически досто�
верных различий между средним значением
возраста объединенной группы больных и конт�
рольной группы (p = 0,997) обнаружено не было.
49,3% из 81 участника исследования составляли
женщины, 50,7% – мужчины.

В то время как програнулин был обнаружен
только у 4 из 20 человек в контрольной группе,
то среди больных он отсутствовал лишь у 6 из 61
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человека. Поскольку степень поглощения в об�
разцах с недетектируемым содержанием програ�
нулина была такой же, как в пустом образце,
концентрация програнулина в этих образцах
была принята равной 0,00 мг/л. Концентрация
сывороточного програнулина была статистичес�
ки достоверно выше в группе больных
COVID�19 по сравнению с контрольной груп�
пой здоровых людей (p = 0,000). Не было выяв�
лено статистически достоверных различий меж�
ду уровнями програнулина в подгруппах боль�
ных COVID�19 (p = 0,078). Диаграммы типа
«ящик с усами» для подгрупп больных

COVID�19 и контрольной группы представлены
на рис. 1. Не было выявлено статистически зна�
чимых различий в уровнях TNF�α и IL�6 между
группами больных и контрольной группой или
между подгруппами больных (p = 0,000). Не вы�
явлено статистически достоверных различий
между подгруппами больных COVID�19 по био�
химическим параметрам ALT, AST, WBC, NE,
LY, PLT, PCT и Hb. Было выявлено значительное
снижение NE, LY и PLT и значительное повы�
шение Hb в объединенной группе больных по
сравнению с контрольной группой. В то же вре�
мя концентрация CRP отличалась как между
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Таблица 1. Демографические характеристики и параметры изображений для контрольной группы и больных с COVID�19

PG

Примечание. PG (patient group) – группа больных с COVID�19 (COVID�19 (+)); AG (asymptomatic group) – группа бес�
симптомных больных; NCG (noncomplicated group) – группа больных без осложнений; MG (moderate group) – группа па�
циентов с болезнью средней тяжести; SG (severe group) – группа тяжелобольных; HCG (healthy control group) – контроль�
ная группа здоровых людей; N (normal) – норма; GG (ground glass) – «матовое стекло»; GG + C – «матовое стекло» + уплот�
нение.

Переменные

Возраст (лет)

Пол (женщин/мужчин)

Радиологические параметры
(N/GG/GG+C)

Выживаемость (живы/мертвы)

AG (n = 10)

39,4 ± 14,1

6/4

8/2/0

10/0

NCG (n = 13)

38,1 ± 17,1

9/4

8/4/1

13/0

SG (n = 13)

59,0 ± 13,8

4/9

0/4/9

6/7

HCG (n = 20)

48,9 ± 15,9

10/10

–

–

MG (n = 25)

53,0 ± 18,1

11/14

1/20/4

25/0

Всего PG (n = 61)

48,8 ± 18,4

30/31

17/30/14

54/7

Рис. 1. Диаграммы типа «ящик с усами», демонстрирующие уровень сывороточного програнулина в контрольной группе
и подгруппах больных с COVID�19 (COVID�19 (+)) (p = 0,000). Обозначения: AG – бессимптомная группа; NCG – груп�
па без осложнений; MG – группа больных средней тяжести; SG – группа тяжелобольных; HCG – контрольная группа
здоровых людей
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группой больных и контролем, так и между
подгруппами больных с COVID�19. Биохими�
ческие параметры крови для всех групп пред�
ставлены в табл. 2.

В группе больных COVID�19 не было обна�
ружено значительной корреляции между уров�
нями програнулина и другими параметрами.
В то же время в подгруппах больных COVID�19
была выявлена положительная корреляция с
CRP (r = 0,474, p = 0,017) – в группе больных

MG, и отрицательная корреляция с PLT – в
группе тяжелобольных (r = –0,578, p = 0,038)
(рис. 2). С другой стороны, если рассматривать
всех участников, то наблюдается положитель�
ная корреляция между уровнями програнулина,
TNF�α и IL�6 (r = 0,260, p = 0,018, r = 0,461,
p = 0,000 соответственно) (рис. 3).

Для оценки потенциала програнулина в ка�
честве биомаркера у больных COVID�19 был
проведен ROC�анализ. Мы обнаружили, что
значение AUC для програнулина было выше и
значение p – более значимым по сравнению с
CRP. Пороговое значение было равно 38 пкг/мл
в случае програнулина и 6 мг/мл – для CRP. Так�
же были рассчитаны величины положительной
прогностической ценности (PPV) и отрицатель�
ной прогностической ценности (NPV). Рассчи�
танные параметры ROC�анализа представлены
в табл. 3 и на рис. 4.

Болезнь, вызванная коронавирусной инфек�
цией, которая создала существенные проблемы
для системы здравоохранения во всем мире,
протекает у людей по�разному. Поэтому выявле�

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  3  2022

380

Таблица 2. Биохимические показатели здоровых людей из контрольной группы и больных с COVID�19

PG

Переменные

PRG (пкг/мл)

TNF�α (пкг/мл)

IL�6 (пкг/мл)

ALT (U/л)

AST (U/л)

WBC (×103)

NE (×103)

LY (×103)

PLT (×106)

Hb (г/дл)

CRP (мг/л)

PCT (нг/мл)

AG (n = 10)
Среднее

значение ±
± SD или
медиана

(min–max)

112,8 ± 58,8

22,4 ± 8,9

25,1 ± 13,0

36 (13–79)

27,0 ± 12,2

8,3 ± 1,7

5,01 ± 1,7

1,8 ± 0,5

240 (191–281)

15,6 ± 1,9

3,5 (3,1–47,0)

0,047 ± 0,1

NCG (n = 13)
Среднее

значение ±
± SD или
медиана

(min–max)

94,5 ± 52,5

23,1 ± 4,3

38,9 ± 8,4

17 (10–37)

27,3 ± 8,4

6,4 ± 3,1

5,0 ± 0,3

1,7 ± 1,0

240 (154–385)

14,8 ± 2,1

3,1 (3,1–53,1)

0,049 ± 0,1

MG (n = 25)
Среднее

значение ±
± SD или
медиана

(min–max)

132,8 ± 39,1

26,2 ± 7,1

67,8 ± 18,8

20 (7–80)

24,1 ± 7,8

6,2 ± 2,8

5,4 ± 0,2

1,4 ± 0,9

240 (135–408)

14,7 ± 1,7

3,2 (3,1–66,1)

0,043 ± 0,1

p1�
значе�

ние

0,078

0,00

0,00

0,392

0,194

0,140

0,065

0,153

0,238

0,366

0,015

0,47

Total PG
(n = 61)
Среднее

значение ± 
± SD или
медиана

(min–max)

112,6 ± 54,8

26,68 ± 8,1

60,15 ± 27,59

20 (7–80)

26,7 ± 9,1

6,6 ± 2,5

5,5 ± 2,5

1,5 ± 0,8

227 (51–408)

14,8 ± 1,7

3,7 (3,0–192,0)

0,044 ± 0,0

Примечание. PG – группа больных с COVID�19 (COVID�19 (+)); AG – группа асимптоматичных больных; NCG – груп�
па больных без осложнений; MG – группа больных средней тяжести; SG – группа тяжелобольных; HCG – контрольная
группа здоровых людей; PRG – програнулин; TNF�α – фактор некроза опухоли α; IL�6 – интерлейкин 6; WBC – лейко�
циты; ALT – аланинаминотрансфераза; Ast – аспартатаминотрансфераза; Hb – гемоглобин; PLT – тромбоциты; NE –
нейтрофилы; LY – лимфоциты; CRP – С�реактивный белок; PCT – прокальцитонин; a, p < 0,05 при сравнении с AG;
b, p < 0,05 при сравнении с NCG; c, p < 0,05 при сравнении с MG; p1, сравнение между подгруппами COVID�19 (+);
p2, сравнение между группами PG и HCG.

HCG
(n = 20)
Среднее

значение ± 
± SD или
медиана

(min–max)

0,0 (0,0–54,2)

18,8 ± 4,5

20,27 ± 10,9

27 (11–93)

28,1 ± 20,0

8,5 ± 2,8

5,2 ± 2,1

2,3 ± 1,1

280 (166–616)

13,2 ± 2,6

1,2 (0,0–5,38)

–

SG (n = 13)
Среднее

значение ±
± SD или
медиана

(min–max)

91,6 ± 70,2

34,3 ± 7,6

92,1 ± 12,2

20 (10–43)

30,9 ± 9,1

6,1 ± 1,2

5,8 ± 2,5

1,2 ± 0,4

192 (51–291)

14,6 ± 0,9

30,5 (3,0–192,0)a,b,c

0,039 ± 0,2

p2�
значе�

ние

0,000

0,038

0,000

0,796

0,700

0,050

0,035

0,000

0,000

0,002

0,000

–

Биомаркер

PRG

CRP

Таблица 3. Результаты ROC�анализа содержания програ�
нулина и CRP

NPV (CI%)

69,5
(52,5–82,5)

34,6
(28,7–40,9)

PPV (CI%)

91,8
(82,3–82,4)

93,3
(79,1–88,2)

p�
значение

0,000

0,000

AUC (CI%)

0,931
(87,6–98,6)

0,791
(66,8–91,3)

Примечание. CI (coefficient interval) – интервал коэффи�
циента.
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ние параметров, с помощью которых будет воз�
можно осуществлять мониторинг тяжести про�
текания и последствий этой болезни, внесет
значительный вклад в патофизиологию. Коли�
чественные параметры, отражающие стадию
развития заболевания, вызванного коронави�
русной инфекцией, чрезвычайно важны для
классификации пациентов по степени тяжести
заболевания и быстрого применения эффектив�

ного лечения. В настоящей работе в сыворотке
крови больных COVID�19 различной степени
тяжести были определены концентрации IL�6,
TNF�α и PGRN, а также различные биохими�
ческие параметры, которые сравнивались с со�
ответствующими параметрами у здоровых лю�
дей. В результате оценки этих потенциально
важных данных были предложены новые диаг�
ностические мишени.
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Рис. 2. a – Диаграмма разброса корреляции уровня програнулина и PLT в группе тяжелобольных (R2 = 0,334, r = –0,578,
p = 0,038); b – диаграмма разброса корреляции уровня програнулина и CRP в группе MG (R2 = 0,224, r = 0,474, p = 0,017)
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При иммунном ответе на инфекцию и по�
вреждения тканей происходит быстрая продук�
ция IL�6 с помощью механизмов контроля
транскрипции и посттранскрипционных меха�
низмов. Нарушение нормальной экспрессии
IL�6 оказывает патологическое влияние на хро�
нические воспалительные и аутоиммунные

процессы [15]. Принято считать, что IL�6 игра�
ет ключевую роль в цитокиновом шторме, ин�
дуцированном SARS�CoV�2, как многофункци�
ональный медиатор воспалительных процес�
сов, и он участвует в развитии интерстициаль�
ной пневмонии и острого респираторного дист�
ресс�синдрома (ARDS, acute respiratory distress
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Рис. 3. a – Диаграмма разброса корреляции уровня програнулина и TNF�α в образцах, полученных от всех участников ис�
следования; b – диаграмма разброса корреляции уровня програнулина и IL�6 в образцах, полученных от всех участников
исследования
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syndrome), наблюдаемых при тяжелых случаях
протекания заболевания, вызванного корона�
вирусной инфекцией [16]. В острой фазе ин�
фекции при наличии воспалительного процесса
продукция IL�6 у больных COVID�19 наблюда�
ется в иммунных клетках, в особенности в
T�хэлперах тип 17 (TH17) [17]. Кроме того, про�
дукция IL�6 индуцируется TNF�α после высво�
бождения этого пирогенного цитокина из им�
мунных клеток в ответ на хронические воспали�
тельные и аутоиммунные состояния, что позво�
ляет предположить роль IL�6 в качестве ниже�
лежащего эффектора TNF�α [18]. Используя
мета�анализ накопленных данных из 24 иссле�
дований, Wu et al. [19] изучили роль воспали�
тельных цитокинов, включая IL�6, IL�10 и
TNF�α, в тяжести протекания болезни и смерт�
ности. Они показали, что у больных COVID�19
значительно повышены уровни IL�6. В другой
работе с участием больных с коронавирусной
инфекцией также было показано, что по мере
повышения тяжести болезни уровни IL�6 в
плазме крови возрастают [20]. В нашей работе
было выявлено значительное различие в уров�
нях TNF�α и IL�6 между больными и людьми из
контрольной группы, а также между различны�
ми подгруппами больных (p = 0,000).

У больных COVID�19 в плазме крови также
обнаруживаются повышенные уровни провос�
палительных цитокинов, включая хемокины,
такие как IFN�γ, IL�1β, IP�10 и MCP�1. Кроме

того, у больных в тяжелом состоянии, направля�
емых в отделение интенсивной терапии, были
обнаружены повышенные концентрации
TNF�α [21]. В этой работе были определены
уровни цитокинов и хемокинов у бессимптом�
ных больных, больных с симптомами и выздо�
равливающих после COVID�19, а также здоро�
вых людей. Было показано, что уровни TNF�α
выше у людей с симптомами болезни по сравне�
нию со здоровыми людьми из контрольной
группы [22].

Wu et al. [19] в восьми последующих работах
по мета�анализу данных касательно уровня
TNF�α в крови больных, тяжело переносящих
COVID�19 (n = 725), и больных, у кого эта бо�
лезнь протекает легче (n = 587), показали отсут�
ствие статистически достоверных различий
между этими группами. В нашей работе мы так�
же не смогли выявить статистически достовер�
ных различий между уровнями TNF�α в разных
группах.

PGRN является плейотропным гормоном
роста и регулятором иммунной системы. Он был
выявлен в эпителии, костном мозге и в различ�
ных типах иммунных клеток, таких как T�клет�
ки, дендритные клетки, моноциты и макрофаги
[23]. Связываясь с мембраносвязанными рецеп�
торами TNF�R1, TNF�R2 или Toll�like рецепто�
ром 9, PGRN выполняет различные функции в
системах врожденного и адаптивного иммуни�
тета. В системе адаптивного иммунитета PGRN
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Рис. 4. ROC�кривая для програнулина и CRP (AUC = 0,931, p = 0,000 для програнулина; AUC = 0,791; p = 0,000 для CRP)
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играет важную роль в T�клеточной регуляции,
способствуя превращению CD4+ T�клеток в ре�
гуляторные Т�клетки Foxp (Tregs) и защищая
Tregs от негативной регуляции белком TNF�α
[24, 25]. PGRN препятствует проявлению цито�
токсичности регуляторных NK�клеток, направ�
ленной против антивирусных T�клеток, и инги�
бирует липополисахарид�опосредованную сек�
рецию IL�6 и TNF�α макрофагами [9]. В насто�
ящей работе нами было показано, что у больных
коронавирусной инфекцией уровни PGRN зна�
чительно выше, чем у здоровых людей из конт�
рольной группы. Когда мы брали во внимание
тяжесть болезни, то мы не смогли выявить ка�
кие�либо статистически значимые различия
между уровнями PGRN (p = 0,078). Данные по
экспрессии белков в сыворотке крови больных
COVID�19 описаны в литературе; не было выяв�
лено различий в уровне экспрессии IL�6 у лю�
дей, положительных по SARS�CoV�2, при срав�
нении с больными со сходными симптомами и
тяжестью болезни, но при этом имеющих отри�
цательные результаты на эту коронавирусную
инфекцию. В то же время наблюдалось специ�
фическое повышение уровня PGRN [26].
Yao et al. [27] показали, что сывороточные уров�
ни VCAM�1 и PGRN выше у больных с
COVID�19, чем у здоровых людей из контроль�
ной группы.

В ходе определения уровня PGRN при сеп�
сисе, внебольничной бактериальной пневмонии
(CAP, community�acquired bacterial pneumonia) и
COVID�19 учеными было обнаружено, что у
больных COVID�19 с подтвержденной пневмо�
нией значительно повышены уровни PGRN по
сравнению с больными с внебольничной бакте�
риальной пневмонией и с отрицательным ре�
зультатом тестирования на COVID�19. Они под�
черкнули, что для больных COVID�19 с подтверж�
денной пневмонией програнулин является даже
лучшим биомаркером, чем прокальцитонин и
CRP [28].

В исследованиях также было показано, что
уровни CRP достигают высоких значений в на�
чале заболевания, вызванного коронавирусной
инфекцией, и они являются определяющими
при диагностике и прогнозе течения болезни
[13, 14]. CRP является биомаркером, который
используется не только для диагностики забо�
левания, но и для определения тяжести болез�
ни, оценки ответа организма больного на лече�
ние и прогнозирования вероятности летального
исхода [29]. В ходе мультицентрового ретро�
спективного исследования Feng et al. [12] пока�
зали, что в 476 случаях уровень CRP по мере

ухудшения клинической картины повышался и
достигал значительных различий для всех боль�
ных, находящихся в критическом состоянии. В
результате проведенного нами ROC�анализа
для оценки возможности использования PGRN
в качестве биомаркера у больных COVID�19 мы
определили, что этот белок имеет большее зна�
чение AUC и более статистически значимое
значение p по сравнению с CRP. Таким образом,
мы считаем, что PGRN может быть хорошим
маркером заболевания, вызванного коронави�
русной инфекцией.

ВЫВОДЫ

Коронавирусная инфекция (COVID�19)
признана глобальной угрозой для здоровья лю�
дей. Поэтому важно, чтобы клиницисты имели
доступ к надежному экспресс�тестированию па�
тогенов и дифференциальной диагностике, ос�
нованной на клинической идентификации во
время их первого контакта с предположитель�
ными больными. В сравнении с уровнями
TNF�α и IL�6, PGRN почти никогда не обнару�
живался в сыворотке крови здоровых людей, и в
то же время уровень этого белка был высоким у
больных COVID�19. Было обнаружено, что уро�
вень этого белка является более чувствительным
маркером по сравнению с CRP при дифферен�
цировании между больными COVID�19 и здоро�
выми людьми. Кроме того, низкие уровни PCT у
больных COVID�19 позволяют предполагать,
что повышение уровня PGRN связано с вирус�
ной природой инфекции. Мы полагаем, что у
больных коронавирусной инфекцией уровни
програнулина достигают высоких значений и
могут быть использованы в качестве определяю�
щего параметра при диагностике и прогнозиро�
вании течения заболевания, и что этот белок
может стать лучшим биомаркером по сравне�
нию с CRP.
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In this study, we aimed to determine whether the progranulin level in serum predicts the course and severity of the dis�
ease in COVID�19 (+) patients and whether it can be used as a biomarker in these patients. Therefore, we sampled 61
people infected with COVID�19, and the cases were divided into the following groups: asymptomatic, noncomplicat�
ed, moderate, and severe. Concentrations of progranulin, TNF�α, IL�6 from in serum obtained from all participants
were measured using commercially available ELISA kits, as well as WBC, PLT, NE, LY, ALT, AST, Hb, PCT, and CRP
were examined with clinical analyzer. All measurements obtained for the patient samples were compared with those
of 20 healthy individuals. The serum progranulin concentration was statistically higher in the COVID�19 (+) patient
group than in the control group of healthy individuals [112.6 ± 54.8, 0.0 (0.0�54.2 pg/ml, respectively, p = 0.000)].
ROC analysis was performed to evaluate the progranulin potential as a biomarker for COVID�19 (+) patients. A larg�
er AUC (0.931 ± 0.08) value and a more significant p�value for progranulin than for CRP (p = 0.000) was detected.
As a result, we believe that progranulin reaches high levels in the COVID�19 disease and may be a determinant in diag�
nosis and prognosis, and may be a better biomarker than CRP.

Keywords: COVID�19, CRP, IL�6, progranulin
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Данное исследование посвящено разработке метода получения препаративного количества рекомбинант�
ного циклофилина А человека (рчЦфА) из Escherichia coli. С тотальной мРНК Т�клеточной лимфомы чело�
века Jurkat методом ПЦР с обратной транскрипцией амплифицировали полноразмерную кДНК, кодирую�
щую ген ЦфА человека (CYPA). Далее провели оптимизацию нуклеотидной последовательности гена CYPA
для обеспечения его высокоэффективной трансляции в E. coli. Рекомбинантную ДНК CYPA клонировали в
вектор pET22b(+) и полученную экспрессионную плазмиду использовали для трансформации бактерий
E. coli штамма BL21(DE3)Gold. Рекомбинантный клон�продуцент E. coli обеспечивал синтез рчЦфА в раст�
воримом состоянии в цитоплазме бактерий. Эффективность синтеза рчЦфА составляла до 50% суммарно�
го белка клетки, что позволяло получать рчЦфА в количестве до 1 г с литра культуры. Был отработан метод
очистки рчЦфА, состоящий из одноэтапной тандемной анионообменной хроматографии на колонках
DEAE� и Q�Sepharose. Чистота полученного белка составляла 95% по данным электрофореза (SDS�PAGE),
а его контаминация эндотоксином не превышала 0,05 нг на 1 мг белка, что соответствует требованиям Ев�
ропейской фармакопеи к инъекционным препаратам. Полученный рекомбинантный белок сохранял функ�
циональные свойства нативного ЦфА, такие как изомеразная активность и хемокиновая активность, выяв�
ленная по усилению миграции стволовых кроветворных клеток костного мозга мыши in vivo. Полученный
штамм E. coli является суперпродуцентом и может быть использован при проведении масштабных лабора�
торных исследований рчЦфА, а также для доклинических и клинических испытаний данного белка как ле�
карственного средства.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: циклофилин А, оптимизация гена, штамм�продуцент, изомеразная активность,
хемокиновая активность.
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ПРЕПАРАТИВНОЕ ПОЛУЧЕНИЕ И ОЧИСТКА РЕКОМБИНАНТНОГО
ЦИКЛОФИЛИНА А ЧЕЛОВЕКА
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время большой спектр рекомби�
нантных белков, полученных с использованием
Escherichia coli (E. coli) в качестве штамма�проду�
цента, имеет широкое применение в исследова�
тельской и медицинской практике, и такие бел�
ки часто служат лекарственными средствами при
различных патологиях. При проведении масш�
табных лабораторных исследований, доклини�
ческих и клинических испытаний исследователи

часто сталкиваются с проблемой наработки пре�
паративного количества целевого белка и, как
следствие, поиска методических подходов, обес�
печивающих высокий уровень его очистки при
минимальном содержании бактериального ли�
пополисахарида (ЛПС, эндотоксин) в качестве
примеси. Для этой цели проводят разработку
препаративного или промышленного способа
получения, отвечающего требованиям, обеспе�
чивающим необходимое количество и качество
целевого белка. Данная работа посвящена разра�
ботке метода масштабного получения и очистки
рекомбинантного циклофилина А человека
(рчЦфА) для его дальнейшего использования в
доклинических и клинических испытаниях.

Циклофилин А (ЦфА, 18 кДа) является цис�
транс�изомеразой, существует во внутриклеточ�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : чЦфА – циклофилин А че�
ловека; рчЦфА – рекомбинантный циклофилин А челове�
ка; CYPA – ген ЦфА; ЛПС – липополисахарид; ЦсА – цик�
лоспорин А; ИПТГ – изопропил�β�d�1�тиогалактопира�
нозид; PMSF – фенилметилсульфонил фторид.

* Адресат для корреспонденции.

6*

EDN: MZRWSH
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ной и секреторной формах [1] и обладает широ�
ким диапазоном различных функций. Внутри�
клеточный ЦфА участвует в фолдинге, транс�
порте и сборке белков [2], регуляции клеточной
пролиферации [2], является лигандом для цик�
лоспорина А (ЦсА), обусловливающим его им�
муносупрессивное действие [3], обеспечивает
передачу сигнала от Т�клеточного рецептора [4]
и участвует в контроле баланса между Т�хелпе�
рами первого и второго типов, подавляя актив�
ность Т�хелперов типа 2 [4]. Секреторный ЦфА
является провоспалительным фактором, обла�
дает хемоаттрактивными свойствами, привле�
кая макрофаги [5], гранулоциты и активирован�
ные Т�лимфоциты [6] и формируя очаг воспале�
ния. ЦфА, с одной стороны, участвует в иммун�
ной защите организма [5], включая противора�
ковую защиту [7, 8], а с другой стороны, являет�
ся фактором патогенеза таких заболеваний, как
ревматоидный артрит, диабет, онкологические
заболевания и др. [1].

Многогранные свойства ЦфА лежат в основе
возможности разработки различных лекар�
ственных средств на его основе для дальнейше�
го клинического использования. В норме секре�
торный ЦфА присутствует в крови, молоке и
тканевых жидкостях человека [9, 10] и является
хемоаттрактантом для костномозговых предше�
ственников различных ростков иммуногенеза и
кроветворения (незрелых дендритных клеток,
Т� и В�лимфоцитов, моноцитов и гранулоци�
тов) [11], участвуя в регенеративных процессах.
ЦфА способствует привлечению стволовых кле�
ток в очаг ишемии и может рассматриваться в
качестве терапевтического средства при ише�
мии конечностей [12]. Способность ЦфА связы�
ваться с ЦсА предполагает его клиническое ис�
пользование для устранения побочных эффек�
тов, вызванных действием данного иммуносуп�
рессанта. Нефротоксичность – один из самых
серьезных побочных эффектов применения
ЦсА. Было показано, что гиперэкспрессия ЦфА
защищает от ЦсА�индуцированной нефроток�
сичности in vivo [3]. ЦфА может применяться
при трансплантации аллогенных миобластов
для предотвращения их апоптоза и блокировки
дифференцировки, вызванной ЦсА [13]. Пос�
ледний снижает минеральную плотность костей
и способствует развитию остеопороза. ЦфА сти�
мулирует дифференцировку остеобластов и по�
давляет активность остеокластов, что приводит
к анаболическому эффекту, поэтому этот белок
может найти перспективное применение как
при нейтрализации эффектов ЦсА, так и при
разработке новых лекарственных препаратов
для лечения остеопороза [14]. Гиперэкспрессия
ЦфА ингибирует репликацию вируса грип�

па [15], что также потенциально может быть ис�
пользовано в борьбе с данной инфекцией.

Кроме того, ЦфА является одним из основ�
ных факторов патогенности при аутоиммунных
заболеваниях (ревматоидный артрит), диабете и
др., для лечения которых данный белок может
выступать в качестве мишени.

Выявленное многообразие свойств ЦфА по�
казывает, что данный белок требует самого
пристального изучения в процессах, имеющих
место как в норме, так и при патологиях, и в
перспективе может найти применение в клини�
ческой практике либо в качестве лекарственно�
го средства, либо в качестве мишени воздей�
ствия. Тем не менее для всестороннего изучения
биологических свойств данного белка, для про�
ведения масштабных лабораторных исследова�
ний in vivo, производства лекарственной суб�
станции для доклинических и клинических ис�
пытаний или иммунизации животных для полу�
чения антител к ЦфА требуются значительные
количества (граммы) высокоочищенного апи�
рогенного белка.

Решению этой проблемы посвящена данная
работа, в результате которой получен рекомби�
нантный штамм E. coli, являющийся высокоэф�
фективным продуцентом рчЦфА. Разработана
уникальная система очистки, позволяющая по�
лучить качественные характеристики рчЦфА на
уровне европейских стандартов [16, 17]. Предла�
гаемый способ наработки рчЦфА обеспечивает
сохранение функциональных свойств, характер�
ных для природного ЦфА, – изомеразную ак�
тивность и хемоаттрактивное действие, направ�
ленное на усиление миграции клеток костного
мозга, а также гранулоцитов и активированных
Т�лимфоцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Конструирование оптимизированной последо7
вательности гена CYPA. Для обеспечения высо�
коэффективной трансляции чЦфА в E. coli про�
вели оптимизацию последовательности гена
CYPA, кодирующей данный белок. На основе
имеющихся баз данных по анализу вторичных
структур мРНК и других особенностей последо�
вательностей, модулирующих прокариотичес�
кую трансляцию (программный пакет GeneBee
(«RNA secondary structure prediction» http://www.
genebee.msu.ru/services/rna2_reduced.html))
[18–20], в нативной последовательности гена
CYPA были выявлены факторы, лимитирующие
эффективность трансляции в E. coli: редкие,
повторяющиеся и субоптимальные кодоны;
большое число AG�богатых участков и вторич�
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ные сайты инициации трансляции. Удаление
этих участков ДНК проводили вручную путём
подбора и замены на наиболее часто использую�
щиеся в E. coli кодоны.

Выделение тотальной РНК и синтез кДНК
клеток Jurkat. Клетки линии Jurkat (TIB�152,
ATCC, США), представляющей собой Т�кле�
точную лимфому человека, поддерживали в
культуре in vitro. Клетки помещали в TRI
Reagent («MRC», США) и выделяли тотальную
РНК согласно протоколу производителя. Перед
синтезом кДНК проводили обработку выделен�
ной РНК ферментом ДНКаза I («Invitrogen»,
США) для предотвращения контаминации об�
разцов геномной ДНК. Затем проводили синтез
кДНК с помощью коммерческого набора
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(«Thermo Fisher Scientific», США) согласно про�
токолу производителя. Полученную кДНК кле�
ток Jurkat использовали в качестве матрицы при
синтезе оптимизированного гена CYPA методом
ПЦР.

Синтез оптимизированного гена CYPA. Опти�
мизированную последовательность гена CYPA
синтезировали при помощи серии ПЦР с ис�
пользованием набора перекрывающихся прай�
меров, расположенных в порядке от централь�
ной части гена CYPA к его 5′� и 3′�концам (таб�
лица). Набор олигонуклеотидов для синтеза
конструировали при помощи программных па�
кетов «Oligo», «Vector NTI» и «GeneBee». Темпе�
ратуру ренатурации комплементарных участков
олигонуклеотидов подбирали в диапазоне
58–60 °С для достижения оптимальной эффек�
тивности ПЦР�амплификации. В состав конце�
вого прямого праймера (CPF5Nde) и концевого
обратного праймера (CPR5Xho) (таблица) были
введены сайты рестрикции NdeI и XhoI соответ�
ственно для обеспечения встраивания
конструкта в векторные системы семейства pET
[21]. ПЦР проводили с использованием смеси
Taq� и Pfu�полимераз («Promega», США). Под�
бор оптимальных условий амплификации осу�
ществляли при помощи градиентной функции
амплификатора Mastercycler Nexus Gradient
(«Eppendorf», США). Используя кДНК клеток
Jurkat, проводили первую амплификацию с
праймерами CPF1 и CPR1 (таблица). Для этого
ПЦР ставили параллельно при температурах от�
жига 57–64 °С, после чего аликвоты реакцион�
ной смеси наносили на агарозный или акрила�
мидный гель (фрагменты длиной до 250 п.н.) и
анализировали электрофоретически. Наиболее
чистые продукты реакции нужной длины отби�
рали для дальнейшей стадии синтеза гена. ДНК
частично экстрагировали из геля при нагрева�
нии до 55 °С в течение 30 мин в присутствии 1М

ацетата калия. Полученный продукт первой
амплификации использовали во втором раунде
ПЦР с праймерами CPF2 и CPR2 (таблица).
Аналогичным образом, последовательно ис�
пользуя пары перекрывающихся праймеров и
продукт предшествующей ПЦР в качестве мат�
рицы, амплифицировали полную последова�
тельность гена CYPA. Корректность синтеза пос�
ледовательности рекомбинантной ДНК CYPA
верифицировали методом капиллярного секве�
нирования (ЗАО «Евроген», Россия).

Получение штамма E. coli BL21(DE3)Gold/
pETCYPopti. По завершении синтеза рекомби�
нантный ген CYPA (rCYPA) очищали с использо�
ванием набора для очистки ПЦР�продуктов
(PCR Purification Kit, «Qiagen», Германия), обра�
батывали эндонуклеазами NdeI и XhoI («Thermo
Fisher Scientific») и лигировали с вектором
pET22b(+) («Novagen», США), предварительно
линеаризованным этими же ферментами
(рис. 1). Полученным лигатом pETCYPopti
трансформировали электрокомпетентные клет�
ки E. coli штамма BL21(DE3)Gold («Agilent»,
США), подготовленные в соответствии с прото�
колом производителя. Для электротрансформа�
ции использовали прибор BTX ECM 600
(«Artisan Technology Group», США) в режиме
129 Ом, 2,5 кB. Трансформанты высевали на ага�
ризованную (1% агара) среду 2хYT («Difco»,
США), содержащую 50 мкг/мл ампициллина и
2% глюкозы, и выращивали в течение 18 ч при
37 °C. Выросшие колонии анализировали при
помощи ПЦР с использованием праймеров
CPF3 и CPR3 (таблица) на наличие фрагмента
гена rCYPA. Бактериальные колонии, содержав�
шие нужный ген, выращивали в течение ночи в
жидкой среде 2XYT. Плазмидную ДНК
pETCYPopti выделяли при помощи коммерчес�
кого набора QIAfilter Plasmid MidiKit («Qiagen»,
США) согласно протоколу производителя. Вы�
деленную плазмидную ДНК секвенировали
(ЗАО «Евроген») для анализа точности встраи�
вания фрагмента ДНК, кодирующего рчЦфА.
Трансформанты, содержащие корректно соб�
ранные варианты вставки, использовали для
дальнейшей работы.

Наработка аналитического количества
рчЦфА. Для продукции рчЦфА в аналитическом
количестве (до 4 л) единичную колонию транс�
форманта E. coli BL21(DE3)Gold/pETCYPopti
помещали в 10 мл среды 2xYT, содержащей
2% глюкозы и 50 мкг/мл ампициллина, и выра�
щивали 18 ч при 37 °С. По истечении времени
инкубации 10 мл культуры переносили в 1 л сре�
ды 2xYT, содержащей 0,1% глюкозы и 50 мкг/мл
ампициллина, разносили среду на 4 колбы (по
250 мл) и выращивали на термостатируемом



КАЛИНИНА и др.

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  3  2022

390

шейкере при 37 °С c перемешиванием при
220 об./мин до оптической плотности (OD600)
1,5 ОЕ. Выросшую культуру охлаждали до 28 °С,
добавляли изопропил�β�d�1�тиогалактопирано�
зид (ИПТГ) («Thermo Fisher Scientific») до кон�
центрации 0,5 мМ и продуцировали белок в те�
чение 4 ч. Биомассу продуцента собирали цент�
рифугированием (Centritech VP Pilot,
«BioTechno Group», Россия) при 5000 об./мин в
течение 10 мин и хранили в виде замороженных
осадков при температуре −80 °С при добавлении
15% глицерина в качестве криопротектора.

Наработка препаративного количества
рчЦфА. Получение биомассы продуцента E. coli
BL21(DE3)Gold/pETCYPopti проводили мето�
дом ферментации в 50�литровом биореакторе
(«Infors», Швейцария) с электромагнитным им�
пеллером и контроллером, обеспечивающим
мониторинг уровня растворенного кислорода,
значения pH, содержания определённых ионов,
концентрации глюкозы и уровня пенообразова�
ния. Объём единичной ферментации составлял
30 л. Ферментацию проводили в среде 2хYT, со�
держащей 1% глюкозы, 50 мМ K2HPO4 и 0,5 мМ
MgCl2. Инокулят в количестве 2 л готовили в
5�литровом ферментёре LabFors («Infors») в сре�

де 2xYT, содержащей 5% глицерина, 5% глюко�
зы, 80 мМ K2HPO4 и 3 мМ MgCl2. Начальная
концентрация ампициллина составляла
100 мкг/мл. Инокулят выращивали с использо�
ванием 100 мл первичной культуры, приготов�
ленной в среде SOB («Difco») с добавлением
5% глюкозы. Первичную культуру готовили на
основе единичной колонии продуцента, нара�
щивая биомассу в течение 7 ч при концентрации
ампициллина 100 мкг/мл. Значение pH среды
при инокуляции составляло 7,6. В дальнейшем
уровень рН поддерживали в диапазоне 7,0–7,2
титрованием 1 М раствором NaOH. Температура
роста первичной культуры и инокулята состав�
ляла 37 °С. Инокулят вводили в предварительно
разогретую до 37 °С культуральную среду в ос�
новном ферментёре и растили культуру в тече�
ние 8 ч при значениях pH в диапазоне от 7,0 до
7,2 и содержании растворенного кислорода
28–30%. При достижении оптической плотнос�
ти культуры (OD600) 1,5–2 ОЕ температуру в
ферментере снижали до 28 °С и добавляли
ИПТГ до конечной концентрации 0,5 мМ. Пос�
ле индукции экспрессии белка контролировали
параметры культуры и при истощении добавля�
ли смесь, содержащую 800 г/л глюкозы и 2 г/л

Название

Прямой праймер 1
(CPF1)

Обратный праймер 1
(CPR1)

Прямой праймер 2
(CPF2)

Обратный праймер 2
(CPR2)

Прямой праймер 3
(CPF3)

Обратный праймер 3
(CPR3)

Прямой праймер 4
(CPF4)

Обратный праймер 4
(CPR4)

Прямой праймер 5
(CPF5Nde)

Обратный праймер 5
(CPR5Xho)

Последовательности олигонуклеотидов, использованные для синтеза оптимизированного гена CYPA

Последовательность (5′→3′)

TCATTCCGGGCTTCATGTGTCAGGGCGGTGACTTCACCCGCCACAATGGCACCGGTG�
GCAAGAGCATCTACGGTGAGAAGTTCGAAGAT

CCATTGGTGTTCGGACCCGCGTTCGCCATGCTCAGGATGCCCGGACCGGTAT�
GCTTCAGGATGAAGTTCTCATCTTCGAACTTCTCACC

TGAGCACCGGTGAGAAAGGCTTTGGTTACAAGGGCAGCTGCTTTCACCGCATCATTC�
CGGGCTTCATGT

TGCTTGCCATCCAGCCACTCGGTCTTCGCGGTGCAGATGAAAAACTGGCTACCATTGGT�
GTTCGGACCC

GAGCTGTTCGCGGACAAGGTGCCGAAGACCGCCGAGAACTTTCGTGCCCTGAGCACCG�
GTGAGAAAG

CATGGCCTCCACAATGTTCATGCCTTCCTTCACTTTGCCAAACACGACATGCTTGC�
CATCCAGCCAC

GTTCTTTGATATCGCGGTGGACGGCGAGCCGCTGGGCCGTGTCAGCTTTGAGCT�
GTTCGCGGACAAG

CAATGGTGATTTTCTTGCTGGTCTTGCCATTGCGGCTGCCAAAGCGCTCCATGGCCTCCA�
CAATGTTC

TTTCTCTATATTCATATGGTCAACCCGACCGTGTTCTTTGATATCGCGGT

CGTTATTCTCGAGTTACAGCTGGCCACAGTCCGCAATGGTGATTTTCTTGC

Примечание. Сайты рестрикции NdeI и XhoI выделены полужирным начертанием.
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ампициллина. Через 1 ч после индукции иниции�
ровали систему пеногашения. Продукцию белка
проводили в течение 12 ч. Далее отделяли био�
массу с использованием проточной центрифуги,
как описано выше, и хранили при −80 °С с до�
бавлением 15% глицерина.

Выделение pчЦфА. Для выделения рчЦфА
100 г бактериальной биомассы суспендировали
в 300 мл буфера, содержащего 20 мМ Tris�HСl
(pH 8), 100 мМ NaCl и дополненного ингибито�
ром cериновых протеаз PMSF (в конечной кон�
центрации 1 мМ) («Thermo Fisher Scientific»), и
обрабатывали лизоцимом (20 мкг/мл) («PanReac
Applichem», Испания) при 4 °C в течение 30 мин.
Лизис клеток проводили добавлением детерген�
та Triton X�100 («Sigma�Aldrich», США) до кон�
центрации 0,5%. К лизату добавляли MgCl2 до
концентрации 1 мМ и разрушали геномную
ДНК E. coli ДНКазой (10 мкг/мл, «Sigma�
Aldrich») в течение 15 мин при 20 °С, затем до�
бавляли ЭДТА до концентрации 5 мМ. Полу�
ченный лизат центрифугировали (Centritech VP
Pilot, «BioTechno Group», Россия) в течение
20 мин при 18 000 g и супернатант, содержащий
целевой белок, порционно высаливали сульфа�
том аммония из расчета половина объема насы�

щенного раствора сульфата аммония на один
объем лизата. Осажденный лизат (25% сульфата
аммония) инкубировали при 4 °С в течение 1 ч
для формирования осадка. Осадок удаляли
центрифугированием в течение 15 мин при
18 000 g. Для осаждения целевого белка из су�
пернатанта использовали насыщенный сульфат
аммония из расчета 3 объема раствора сульфата
аммония на 1 объем супернатанта, смесь инку�
бировали при 4 °С в течение ночи. Образовав�
шийся осадок собирали центрифугированием в
течение 60 мин при 18 000 g и растворяли в буфе�
ре, содержащем 30 мМ Na3PO4 (pH 8). Получен�
ный раствор центрифугировали в течение
30 мин при 18 000 g для удаления нерастворен�
ных частиц и примесей и диализовали трижды
по 4 ч при 4 °С против раствора 30 мМ Na3PO4 в
соотношении 1 : 10. После диализа раствор це�
левого белка центрифугировали в течение
30 мин при 18 000 g для удаления частиц и агре�
гатов. 

Очистка рчЦфА. Одноэтапную очистку
рчЦфА проводили методом тандемной анионо�
обменной хроматографии на колонках DEAE�
сефароза и Q�сефароза («GE Healthcare»,
США). В препаративном варианте использова�

Рис. 1. Структура рекомбинантной плазмиды pETCYPopti. Рекомбинантная плазмида pETCYPopti имеет размер 5858 п.н.
и содержит фрагмент XhoI�NdeI вектора pET22b(+), несущий ген устойчивости к ампициллину ampR, промотор и тер�
минатор РНК�полимеразы фага Т7 и полилинкер, в котором по сайтам XhoI и NdeI клонирован ген CYPA размером
498 п.н.
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ли колонку HiScale 50/40 («GE Healthcare»),
упакованную 300 мл DEAE�сефарозы, и HiScale
50/20 («GE Healthcare»), упакованную 200 мл
Q�сефарозы. Перед нанесением белка колонки
уравновешивали буфером, содержащим 30 мМ
Na3PO4 (pH 8). Нанесение белка вели при ско�
рости потока 5 мл/мин и собирали фракцию
после прохождения обеих колонок. Собранный
раствор рчЦфА стерилизовали фильтрацией че�
рез стерильный фильтр с диаметром пор
0,22 мкм («Millipore», «Merck», США), обладаю�
щий низкой сорбцией белка, и хранили при
4 °С.

Электрофорез в полиакриламидном геле
(SDS7PAGE). Для выявления наиболее эффек�
тивного штамма�продуцента рчЦфА уровень
продукции рчЦфА определяли с помощью SDS�
PAGE в денатурирующих условиях в 12% поли�
акриламидном геле по методу Лэммли [22].
Аликвоты жидкой культуры продуцента центри�
фугировали (Centritech VP Pilot) при
5000 об./мин в течение 5 мин; осажденные клет�
ки растворяли в 100 мкл лизирующего буфера с
добавлением красителя бромфенолового синего
(«VWR Life Science AMRESCO», Австрия), обра�
батывали 20 с ультразвуком, нагревали 3 мин
при 100 °С и наносили на гель. После проведе�
ния электрофореза гель окрашивали Кумасси
R�250 («Thermo Fisher Scientific») по стандарт�
ной методике и сканировали с помощью денси�
тометра Shimadzu CS�930 («DMS», Франция). В
качестве калибровочных значений использова�
ли данные денситограмм очищенного рчЦфА,
концентрация которого была предварительно
определена по методу Бредфорда [23]. При оп�
ределении стабильности рчЦфА в качестве мар�
кера дополнительно использовали бычий сыво�
роточный альбумин (БСА, «Amresco», Англия) и
маркер молекулярной массы белков («Thermo
Fisher Scientific», кат. № 26619).

Определение содержания эндотоксина. Оцен�
ку содержания бактериальных эндотоксинов в
очищенных образцах рчЦфА проводили с по�
мощью ЛАЛ�теста, используя количественный
гель�тромб тест, основанный на способности
лизата амебоцитов мечехвоста Limulus polyphe=
mus специфически реагировать с эндотоксина�
ми грамотрицательных бактерий (ЛПС). Анали�
зы проводили на базе ООО «НПО «ЛАЛ�центр»
(Москва, Россия) в соответствии с инструкцией
производителя («Charles River Endosafe», США).

Определение пептидил7пролил цис7транс7изо7
меразной активности рчЦфА. Изомеразную ак�
тивность рчЦфА измеряли в сравнительном
анализе с химотрипсином. В качестве субстрата
использовали N�сукцинил�Ala�Ala�Pro�Phe�p�
нитроанилид (20 M, «Sigma�Aldrich») в 100 мM

натрий�фосфатном буфере (pH 7,8) [24]. Для
постановки теста к 1 мл очищенного рчЦфА
(100 нМ) в 50 мМ буфере Tris�HCL, pH 7,8 (ра�
бочий буфер), добавляли субстрат химотрипси�
на до конечной концентрации 0,1 мМ. Субстрат
предварительно растворяли в диметилсульфок�
сиде (сток 2 мг/мл) («Sigma�Aldrich»). Реакцию
проводили при 10 °С. Смесь инкубировали
15 мин, затем добавляли 2 мкл химотрипсина
(сток 2 мг/мл) («Sigma�Aldrich»), растворенного
в рабочем буфере, и перемешивали. Интенсив�
ность окраски измеряли на спектрофотометре
UV300 («Amersham», Великобритания) при дли�
не волны 390 нм. Измерения вели с периодич�
ностью в 2 с в течение 200 с. В качестве отрица�
тельного контроля использовали рабочий бу�
фер. Блокирующее влияние ЦсА («Sigma�
Aldrich») на изомеразную активность рчЦфА
оценивали, добавляя к исходной реакционной
смеси 10 мкл раствора ЦсА (сток 10 мкМ в эта�
ноле) до конечной концентрации 100 нМ.

Животные. Самок мышей C57BL/6 (14–16
недель) получали из экспериментально�биоло�
гической лаборатории НИИ эксперименталь�
ной диагностики и терапии опухолей Федераль�
ного государственного бюджетного учреждения
«Национальный медицинский исследовательс�
кий центр онкологии имени Н.Н. Блохина»
(ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина»)
Минздрава России. Экспериментальные груп�
пы состояли из 10 животных. Мышей содержали
при 12�часовом световом цикле при температу�
ре 20–24 °С и 40% относительной влажности.
Работу с животными проводили в соответствии
с протоколом этической комиссии ФГБУ
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина»
Минздрава России. 

Облучение мышей в сублетальной дозе 4,5 Гр
осуществляли на гамма�терапевтической уста�
новке Co�60 «Агат�Р» (Россия) с начальной
мощностью 1,9 × 1014 Бк.

Оценка биологической активности рчЦфА
in vivo. Оценку хемоаттрактивной активности
рчЦфА по отношению к стволовым кроветвор�
ным клеткам костного мозга проводили посред�
ством определения числа селезеночных эндоко�
лоний после сублетального облучения мышей по
методу Till & McCullough [25]. Через 24 ч после
облучения опытным мышам в хвостовую вену
вводили очищенный рчЦфА в дозе
100 мкг/мышь. Одной группе контрольных жи�
вотных вводили адекватный объем натрий�фос�
фатного буфера, в котором был растворен
рчЦфА. Второй группе контрольных животных
вводили раствор липополисахарида (ЛПС,
«Sigma�Aldrich») в том же буфере в концентра�
ции, адекватной количеству ЛПС, содержащему�
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ся в растворе 100 мкг рчЦфА (4 пг/мышь). Через
семь дней после введения рчЦфА мышей умер�
щвляли методом цервикальной дислокации, се�
лезенки извлекали и помещали в фиксирующую
жидкость, состоящую из ледяной уксусной кис�
лоты и абсолютного спирта в соотношении 1 : 3.
Через 4 ч проводили визуальный подсчет эндо�
генных колоний в каждой селезенке.

Статистический анализ. Данные представле�
ны как среднее ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM). Статистический анализ проводили
с использованием программного обеспечения
Statistica for Windows 6.0 («StatSoft», США). Для
сравнения внутри группы использовали парный
выборочный t�критерий Стьюдента, а для меж�
группового сравнения – независимый t�крите�
рий Стьюдента. Различия признавали значимы�
ми при p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Оптимизация последовательности гена CYPA и
создание штамма7продуцента рчЦфА. Ранее при
создании штамма�продуцента E. coli для получе�
ния рчЦфА использовали оригинальную после�
довательность гена CYPA, которая содержит
спектр кодонов, характерных для транскрипции
генов в организме человека [26]. Этот спектр су�
щественно отличается от спектра кодонов, ис�
пользуемых для продукции активно экспресси�
рующихся белков в E. coli. В результате тРНК,
содержащая редкие для E. coli антикодоны, тит�
ровалась высоким уровнем транскрипции гете�
рологичного белка, затрудняя работу аппарата
трансляции, продукцию целевого белка и об�
щий рост клеточной массы. 

Современные методы повышения продук�
ции рекомбинантных белков основываются не
только на подборе адекватной системы тран�
скрипции�трансляции и условий культивирова�
ния, но и на адаптации последовательности
ДНК, кодирующей целевой белок, – «кодонной
оптимизации» [27, 28] для продукции в конкрет�
ном организме�хозяине [29]. Для этого в данной
работе был проведен дизайн последовательнос�
ти гена CYPA, который включал в себя замены
некоторых кодонов нативного гена на кодоны,
наиболее часто встречающиеся в генах белков с
высоким уровнем продукции у E. cоli. При этом
учитывали перспективы стабильности конечной
мРНК, отсутствие препятствий трансляции в
виде чрезмерной структурированности мРНК,
отсутствие гомополимерных участков [18, 19] и
особенности проведения высокоэффективной
терминации трансляции, поскольку рибосомы
могут «проскакивать» «слабые» терминирующие

кодоны (TGA), особенно если они представле�
ны в единственном числе.

Анализ последовательности нативного гена
CYPA выявил достаточно многочисленные эле�
менты, негативно влияющие на эффективность
транскрипции и трансляции гена чЦфА в E. coli.
В последовательности CYPA обнаружено нес�
колько кодонов, тРНК для которых весьма сла�
бо представлены в E. coli (рис. 2, а, выделены се�
рым), и «субоптимальных» кодонов, для кото�
рых частота встречаемости тРНК относительно
невысока (рис. 2, а, подчеркнуты). Кроме того,
выявлено несколько пар повторяющихся друг за
другом кодонов (рис. 2, а, выделены курсивом и
подчеркнуты), что также может вызывать паузы
в трансляции. В нативной последовательности
гена CYPA был обнаружен участок «упрощённой
структуры» ДНК (GAGAGA, рис. 2, б), который
мог стать фактором нестабильности РНК и в ко�
тором возможно присутствие сайтов внутренне�
го связывания с рибосомой [18], потенциально
обусловливающих трансляционные паузы
[19, 20]. Кроме того, нативная последователь�
ность гена CYPA содержала относительно боль�
шое число AG�богатых участков, которые могли
распознаваться рибосомами и вызывать паузы в
трансляции (рис. 2, б).

Анализ вторичной структуры исходной по�
следовательности показал её значительную нес�
табильность: в наиболее энергетически выгод�
ной конформации присутствует протяжённая
петля, не содержащая комплементарных пар ос�
нований (рис. 2, г). Присутствие данной петли
могло способствовать ускоренной деградации
мРНК и снижению уровня трансляции.

При дизайне из последовательности гена
CYPA удалили гомополимерные и AG�богатые
участки (рис. 2, б), а также провели замену ред�
ко встречающихся и повторяющихся кодонов
(рис. 2, а). Кроме того, были удалены участки,
потенциально способные к вторичной инициа�
ции трансляции (рис. 2, в), и создан новый сайт
терминации трансляции, состоящий из двух
последовательных кодонов TAA, являющихся
наиболее «сильными». Также были удалены сай�
ты для узнавания гексануклеотидными эндо�
нуклеазами рестрикции для облегчения перено�
са синтетического гена в различные экспресси�
онные системы. В результате анализа и оптими�
зации была создана рекомбинантная последова�
тельность гена CYPA (rCYPA), оптимизированная
для транскрипции и трансляции в E. coli
(рис. 2, д). Анализ вторичной структуры rCYPA
показал, что оптимизированная ДНК этого гена
лишена указанных выше недостатков (рис. 2, г).

Сравнение природной и оптимизированной
последовательностей гена CYPA показало, что
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степень их идентичности составила ~ 80%. Раз�
работанную последовательность ДНК CYPA
синтезировали при помощи серии ПЦР с пере�
крывающимися праймерами (таблица). В пос�
леднюю пару праймеров были введены сайты
эндонуклеаз рестрикции NdeI и XhoI (CPF5Nde
и CPR5Xho, таблица) для последующего клони�
рования полноразмерной ДНК оптимизиро�
ванного гена CYPA в плазмидный вектор
pET22b(+) («Novagen», США). В результате бы�
ла получена экспрессионная плазмида
pETCYPopti размером 5858 п.н., которая содер�
жала клонированный ген CYPA размером
498 п.н. (рис. 1). Этой плазмидой трансформи�
ровали штамм E. coli BL21(DE3)Gold, в резуль�
тате чего был получен штамм�продуцент
рчЦфА E. coli BL21(DE3)Gold/pETCYPopti [17].

Оценка продуктивности штамма7продуцента
рчЦфА. На первом этапе проводили подбор оп�
тимальных условий для максимальной продук�
ции рчЦфА штаммом�продуцентом. Для этой
цели была использована стандартная методика
анализа зависимости продукции белка от уров�
ня индуктора и температуры, при которой про�
водится индукция [30]. Продукцию рчЦфА ин�
дуцировали добавлением ИПТГ в конечной
концентрации от 50 до 1000 мкМ при темпера�
турах 22, 25, 28, 30, 32 и 37 °С. Результаты срав�
нительного анализа показали, что добавление
ИПТГ в конечной концентрации более
250 мкМ не увеличивало продукцию рчЦфА
(данные не представлены). При температуре
25 °С удельный выход растворимого белка был
максимальным в пересчёте на грамм биомассы,

Рис. 2. Особенности нативной последовательности гена CYPA, ограничивающие эффективность продукции чЦфА в E. coli.
а – Нативная последовательность гена CYPA с указанием факторов, лимитирующих эффективность трансляции: редкие
кодоны выделены серым, повторяющиеся – курсивом и подчеркнуты, субоптимальные – подчеркнуты. б – Гомополи�
мерные и AG�богатые участки в составе нативной последовательности (выделены серым). в – Участки, потенциально
способные к вторичной инициации трансляции (выделены серым). г – Вторичная структура РНК гена CYPA до (сверху) и
после (снизу) оптимизации. д – Оптимизированная последовательность гена CYPA
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однако при 28 °С общий выход биомассы был
существенно выше, что приводило к накопле�
нию большего количества растворимого белка в
пересчёте на литр культуральной среды, чем при
25 °С (данные не представлены). Таким образом,
была сформирована программа роста клеток�
продуцентов рчЦфА, включающая стартовые
условия для масштабирования роста в фермен�
тёре: наращивание биомассы при 37 °С, индук�
цию продукции белка при 28 °С путём добавле�
ния ИПТГ до конечной концентрации 0,5 мМ.
Электрофоретический анализ лизата бактери�
альной биомассы штамма�продуцента показал,
что при подобранных условиях выращивания и
индукции рчЦфА является доминирующим бел�
ком (рис. 3, а). Аналогичные результаты были
получены при продукции рчЦфА в препаратив�
ном количестве (рис. 3, б, дорожка 2). По ре�
зультатам денситометрических измерений ко�
личество рчЦфА составило 50% от общего коли�
чества клеточного белка бактерий.

Оптимизация способа очистки рчЦфА. Хро�
матографическую очистку рчЦфА проводили
одноэтапно с использованием тандема колонок
DEAE�Sepharose и Q�Sepharose в буфере, содер�
жащем 30 мМ фосфата натрия (pH 8). Было по�
казано, что существенным моментом эффектив�
ности такой очистки рчЦфА является объем об�
разца, наносимого на колонку. В случае нанесе�
ния объемов образца, двукратно и более превы�
шающих объем колонки DEAE�Sepharose, воз�
можна контаминация очищенного белка приме�
сями, слабо удерживаемыми носителем, кото�
рые медленно мигрируют вдоль колонки и вы�
ходят после окончания элюции целевого белка.
Спектр поглощения белкового препарата, со�

держащего данные примеси, демонстрирует
смещение максимума поглощения с длины вол�
ны 275–280 нм, характерной для препаратов
белка, к длине волны 260 нм (данные не пред�
ставлены). 

Известно, что анионообменные смолы об�
ладают высокой способностью к связыванию
липополисахаридов и бактериального эндоток�
сина. В то же время ЦфА, обладающий высокой
изоэлектрической точкой (pI 9,6) [31], не связы�
вается с данными носителями. Концентрация
рчЦфА при таком способе очистки составляла
не менее 10 мг/мл при суммарном выходе очи�
щенного белкового продукта не менее 0,5 г с
литра культуры без ферментации и не менее 1 г
с литра культуры, выращенной в ферментёре,
что более чем в 5 раз превосходило уровень про�
дукции в аналогичных условиях для неоптими�
зированного гена [32].

Чистота полученного рчЦфА стандартно
составляла 95% по данным денситометрии
(рис. 3, б, дорожки 3–7). Анализ количества эн�
дотоксина в образцах рчЦфА показал, что при
разработанном способе очистки его содержание
не превышало 0,04 нг на 1 мг белка, что соответ�
ствует требованиям Европейской фармакопеи к
инъекционным препаратам [16].

Оценка активности рчЦфА. ЦфА, обладая
пептидил�пролил цис�транс�изомеразной ак�
тивностью, играет важную роль в формирова�
нии пространственной структуры белков [3].
Кроме того, ЦфА является лигандом для ЦсА, и
их связывание подавляет ферментативную и био�
логическую активность ЦфА. Для подтвержде�
ния функционального соответствия полученно�
го рекомбинантного белка природному ЦфА мы

Рис. 3. Электрофоретический анализ чистоты рчЦфА. а – Аналитическая продукция рчЦфА в клетках BL21(DE3)Gold/
pETCYPopti: 1 – маркер молекулярной массы Page Ruler Plus («Thermo Fisher Scientific», США); 2 – лизат бактериальной
биомассы после продукции рчЦфА. б – Препаративная продукция рчЦфА в клетках BL21(DE3)Gold/pETCYPopti; SDS�
PAGE электрофоретический анализ после очистки рчЦфА методом тандемной анионообменной хроматографии на ко�
лонках DEAE�Sepharose и Q�Sepharose: 1 – маркер молекулярной массы Page Ruler Plus; 2 – лизат бактериальной биомас�
сы после осаждения сульфатом аммония и диализа; 3–7 – различные количества рчЦфА, очищенные при помощи тан�
демной анионообменной хроматографии (5,0; 3,0; 2,0; 0,5; 0,2 мкг соответственно)
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оценили способность рекомбинантного белка
проявлять изомеразную активность и влияние
ЦсА на эту активность.

Было показано, что добавление рчЦфА в ре�
акционную смесь химотрипсина и N�нитроани�
лида приводило к увеличению скорости образо�
вания изомерной формы р�нитроанилида
(рис. 4, а, кривая 2), что свидетельствовало о на�
личии изомеразной активности рчЦфА. Добав�
ление ЦсА в реакционную систему приводило к
нейтрализации данной активности (рис. 4, а,
кривая 3). Таким образом, было показано, что
рчЦфА обладает функциональными свойствами
природного ЦфА: проявляет изомеразную ак�
тивность и является лигандом для ЦсА, сохра�
няя способность с ним связываться.

Известно, что природный ЦфА является хе�
моаттрактантом не только для нейтрофилов,
эозинофилов, моноцитов и активированных
Т�лимфоцитов [5–7], но и для незрелых клеток�
предшественников гемопоэза из костного моз�
га [11]. Чтобы оценить хемотаксическую актив�
ность рчЦфА в отношении клеток костного моз�
га, белок вводили сублетально облученным мы�
шам и через 7 дней после облучения производи�
ли подсчет эндоколоний, которые образовали
гемопоэтические стволовые клетки костного
мозга в селезенке мыши [11, 25]. Поскольку
ЛПС также обладает способностью усиливать
миграцию клеток костного мозга, в качестве до�
полнительного контроля отдельной группе жи�
вотных вводили ЛПС в дозе 4 пг/мышь, что со�
ответствовало его количеству в растворе рчЦфА

(100 мкг/мышь), вводимом опытной группе жи�
вотных.

Исследование показало, что после введения
рчЦфА число образованных эндоколоний уве�
личивалось в 1,5 раза по сравнению с контроль�
ной группой животных, которым вводили бу�
фер, использованный для хроматографического
выделения рчЦфА (рис. 4, б). ЛПС в используе�
мой дозе не оказал влияния на миграцию клеток
костного мозга мыши (рис. 4, б).

Таким образом, было показано, что рчЦфА
обладает всеми функциональными свойствами
природного белка, сохраняя изомеразную и хе�
моаттрактивную активности.

Оценка стабильности рчЦфА. Стерильные
образцы полученного рчЦфА в различных кон�
центрациях (2,5, 5 и 13 мг/мл) были заложены
на хранение в холодильник при температуре
4 °С. По истечении трех лет хранения было от�
мечено, что полученный рчЦфА проявлял боль�
шую стабильность, поскольку даже при высоких
концентрациях (13 мг/мл) раствор белка не те�
рял прозрачность, белок сохранял раствори�
мость, молекулярную стабильность (по резуль�
татам SDS�PAAG, рис. 5) и изомеразную актив�
ность, аналогичную показанной на рис. 4, а
(данные не представлены). Было подтверждено,
что такой белок сохраняет биологическую ак�
тивность, являясь хемоаттрактантом для грану�
лоцитов и активированных Т�лимфоцитов [7].
Однако лучшую сохранность обеспечивает хра�
нение данного белка в более низких концентра�
циях (3–5 мг/мл), т.к. в дальнейшем при хране�

Рис. 4. Оценка активности рчЦфА. а – Анализ изомеразной активности рчЦфА: 1 – химотрипсин; 2 – рчЦфА + химо�
трипсин; 3 – рчЦфА + ЦсА + химотрипсин. б – Влияние рчЦфА на формирование эндоколоний стволовых клеток в се�
лезенке сублетально облученных мышей линии C57BL/6. Представлены данные одного из двух репрезентативных экспе�
риментов (M ± SEM), по 10 мышей в группе. ** р ≤ 0,01
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PREPARATIVE PRODUCTION AND PURIFICATION
OF RECOMBINANT HUMAN CYCLOPHILIN A
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In this work, we developed a method of preparative production of recombinant human cyclophilin A (rhCypA)
in Escherichia coli. The full�length cDNA encoded the gene of human CypA (CYPA) was amplified by RT�PCR from
the total RNA of human T cell lymphoma Jurkat. The nucleotide sequence of CYPA was optimized to provide highly
effective translation in E. coli. Recombinant CYPA DNA was cloned into the pET22b(+) vector, and the resulted
expression plasmid was used to transform E. coli strain BL21(DE3)Gold. The recombinant producer strain of E. coli
produced soluble rhCypA in the cytoplasm of the bacteria. The synthesis efficiency of rhCypA was up to 50% of the
total cell protein allowing to produce rhCypA in the amount of 1 g per liter of the culture. We also developed the
method for rhCypA purification, consisting of single�step tandem anion exchange chromatography on DEAE� and
Q�Sepharose columns. The protein purity was 95% according to electrophoresis (SDS�PAGE), and its contamina�
tion with the endotoxin did not exceed 0,05 ng per 1 mg of the protein that met the requirements of European
Pharmacopoeia to injectable preparations. The produced recombinant protein exhibited functional features of native
CypA, i.e., isomerase activity and chemokine activity as assessed by stimulation of migration of mouse bone marrow
hematopoietic stem cells in vivo. The generated producer strain of E. coli is a super�producer and could be used for
large�scale experimental studies of rhCypA and its preclinical and clinical trials as a drug.

Keywords: cyclophilin A, gene optimization, producer strain, isomerase activity, chemokine activity
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Катаракта является основной причиной слепоты. Из�за нарушения процесса обновления белков в хруста�
лике глаза накапливаются возрастные и экологические модификации белков, которые изменяют их натив�
ную конформацию, что приводит к образованию склонных к агрегации промежуточных продуктов, а также
нерастворимых и светорассеивающих агрегатов, снижающих прозрачность хрусталика. Белок хрусталика,
α�кристаллин, является молекулярным шапероном, который предотвращает агрегацию белка, тем самым
поддерживая прозрачность хрусталика. Однако мутации или посттрансляционные модификации, такие как
окисление, деамидирование, усечение и перекрёстные сшивки, могут сделать α�кристаллины неэффектив�
ными и привести к обострению болезни. В настоящей работе нами описаны такие мутации и изменения, а
также их последствия. Возрастные модификации α�кристаллинов влияют на их структуру, олигомеризацию
и шаперонную функцию. Мутации α�кристаллинов могут привести к агрегации/внутриклеточным включе�
ниям, связанным с нарушением структуры и сборки олигомеров, что приводит к перестройке областей,
склонных к агрегации. Такие структурные перестройки могут привести к обнажению до сих пор скрытых
участков, склонных к агрегации, тем самым заполняя склонное к агрегации состояние (�я) и облегчая
аморфную/амилоидную агрегацию и/или несоответствующие взаимодействия с клеточными компонента�
ми. Изучение вызванных мутациями изменений в структуре, сборке олигомеров, механизмах агрегации и
интерактомах α�кристаллинов будут полезны в борьбе с заболеваниями, связанными с агрегацией белков.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: катаракта, агрегация, α�кристаллин.

DOI: 10.31857/S0320972522030071

АГРЕГАЦИЯ БЕЛКОВ ПРИ КАТАРАКТЕ:
РОЛЬ ВОЗРАСТНЫХ МОДИФИКАЦИЙ

И МУТАЦИЙ αα�КРИСТАЛЛИНОВ*
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ВВЕДЕНИЕ

Неправильное сворачивание белков из�за
мутаций, ковалентных модификаций или фак�
торов окружающей среды приводит к потере
функций и агрегации белков, которые губитель�
ны для клеток. Поэтому в клетках развились
различные механизмы контроля качества для
предотвращения агрегации (шапероны) или
удаления белковых агрегатов (протеасомы и ау�
тофагосомы). Однако нарушение нормальной
работы механизмов контроля качества в связи
со старением или мутациями приводит к прог�
рессивному накоплению белковых агрегатов и

может вызвать ассоциированные с неправиль�
ным сворачиванием белков болезни, такие как
нейродегенеративные заболевания (болезни
Альцгеймера, Паркинсона, Хантингтона), боко�
вой амиотрофический склероз, муковисцидоз,
болезнь Гоше и катаракта.

КАТАРАКТА И АГРЕГАЦИЯ БЕЛКОВ

Катаракта является одной из основных при�
чин слепоты [1]. Она возникает в результате па�
тологического помутнения хрусталика, вызван�
ного изменением его прозрачности и показателя
преломления. Хрусталик глаза вместе с рогови�
цей фокусируют падающий на сетчатку свет для
формирования изображения. Для получения
изображения без аберраций хрусталик должен
быть прозрачным, с высоким показателем пре�
ломления и соответствующим градиентом пока�
зателя преломления. Чтобы соответствовать
этим требованиям, хрусталик имеет уникальную

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ACD – α�кристаллиновый
домен; CTE – C�концевое удлинение; NTD – N�концевой
домен; sHsp – малый белок теплового шока.

* Статья опубликована в рамках специального выпуска
«Неправильный фолдинг и агрегация белков при ката�
ракте» (том 87, № 2, 2022).

** Адресат для корреспонденции.

EDN: UFDGXY
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структуру и состав. Он не содержит сосудов.
Кроме того, волокнистые клетки, находящиеся
в центральной части хрусталика (ядро), теряют
органеллы, такие как ядра, митохондрии, эн�
доплазматический ретикулум и рибосомы. Бо�
лее того, плотная организация волокнистых
клеток уменьшает межклеточное пространство.
Эти стратегии удаляют или уменьшают содер�
жание светорассеивающих структур и обеспечи�
вают прозрачность хрусталика [2].

Хрусталик состоит в основном из белков.
Волокнистые клетки хрусталика характеризуют�
ся очень высоким содержанием белка (более
70% w/v). Во время дифференцировки волок�
нистых клеток происходит резкое повышение
уровня экспрессии кристаллинов, и они состав�
ляют ∼90% от всех белков клетки. Хрусталики
позвоночных животных содержат три группы
кристаллинов, а именно: α, β и γ [2]. Принято
считать, что кристаллины являются структур�
ными белками. Однако α�кристаллин является
не только структурным белком. Он также обла�
дает активностью молекулярного шаперона.
Прозрачность хрусталика и высокий показатель
преломления достигаются за счёт плотной и
ближней систематической упаковки кристалли�
нов в высоких концентрациях с градиентом
концентрации белка ~250–400 мг/мл от внеш�
ней коры к ядру [2, 3]. Показатель преломления
высок в области ядра и снижается на перифе�
рии, в среднем до значения ∼1,4 [2]. Разделение
белкового матрикса на обогащенную и бедную
белками фазы может вызвать рассеяние света.
Этого можно избежать благодаря присутствию в
хрусталике глаза белка – кристаллина, который
образует контакты ближнего действия с другими
кристаллинами [2]. Вероятность кристаллиза�
ции белков среди компонентов кристаллинов
также снижается из�за высокой полидисперс�
ности α�кристаллинов [2]. Поскольку в хруста�
лике нет обновления белков, кристаллины, син�
тезированные внутриутробно, сохраняются на
всю жизнь. Следовательно, существует потреб�
ность в системе шаперонов для сохранения бел�
ков хрусталика в их нативной конформации и
для предотвращения разделения фаз/осажде�
ния. α�Кристаллины служат в качестве молеку�
лярных шаперонов, которые связываются с час�
тично развернутыми белками и предотвращают
их неправильное сворачивание и агрегацию.

Для объяснения образования катаракты бы�
ло предложено множество теорий. С точки зре�
ния физической химии, пространственные раз�
личия плотности белка, которые вызывают по�
мутнение хрусталика, могут быть связаны с эф�
фектами осмотического давления на клеточном
уровне. Benedek [4] предположил, что фазовое

распределение лежит в основе молекулярных
механизмов развития катаракты. При высоких
концентрациях кристаллины и другие белки
подвергаются самопроизвольному фазовому
разделению на сосуществующие богатые и бед�
ные белком фазы. Разделение фаз также зависит
от изменений температуры, поэтому оно может
быть индуцировано в интактных хрусталиках
путём понижения температуры, что приводит к
возникновению холодных катаракт [2]. Окисли�
тельное повреждение, индуцируемое множест�
вом факторов, включая воздействие УФ�излуче�
ния, может вызывать образование ненативных
дисульфидных связей между белковыми субъ�
единицами, что приводит к образованию круп�
ных необратимых агрегатов и в дальнейшем –
катаракты [5]. В течение жизни кристаллины
претерпевают различные необратимые ковалент�
ные модификации, вызванные, например, УФ�
облучением, дезамидированием, окислением,
протеолизом и реакцией Майяра [6]. Эти кова�
лентные модификации приводят к дестабилиза�
ции нативной структуры кристаллинов, снижая
шаперонную активность α�кристаллина и спо�
собствуя частичному разворачиванию βγ�крис�
таллинов, что обусловливает развитие возраст�
ной катаракты [5, 6]. Имеются также данные об
агрегации амилоидного типа в хрусталиках при
катаракте [7–9].

αα�КРИСТАЛЛИН: ФУНКЦИЯ ШАПЕРОНА
И СТРУКТУРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ

Кристаллины известны уже более 100 лет.
Mörner в 1984 г. показал, что хрусталики глаза
содержат четыре белковые фракции – нераство�
римую форму, которую он назвал альбуминои�
дом, и три водорастворимые фракции, а имен�
но: α�, β� и γ�кристаллины [10]. α�Кристаллин
был выделен из хрусталика глаза в виде крупно�
го полидисперсного олигомера, образованного
двумя близкородственными белками (αA� и αB�
кристаллины). Roy и Spector [11] обнаружили,
что при старении низкомолекулярная фракция
α�кристаллина исчезает из ядерного региона,
хотя она присутствует в более молодых хруста�
ликах. Последующие исследования показали,
что такие нерастворимые в воде фракции состо�
ят из комплексов α�кристаллина с другими
кристаллинами [12]. Ретроспективно, эти наб�
людения можно рассматривать как указание на
взаимодействие α�кристаллинов с другими бел�
ками и, вероятно, роль в возрастных изменени�
ях, включая потерю прозрачности хрусталика.
В клетках млекопитающих α�кристаллин суще�
ствует в виде больших олигомеров, образован�



ных двумя генными продуктами: αA� и αB�
кристаллинами. В хрусталиках большинства ви�
дов позвоночных соотношение этих белков рав�
но 3 : 1. Однако это соотношение не постоянно
и зависит от вида и возраста [2, 12]. α�Кристал�
лин является членом семейства малых белков
теплового шока (sHsp). Он имеет характерный
α�кристаллиновый доменом (ACD, ∼80–100
консервативных а.о.), окружённый вариабель�
ным N�концевым доменом (NTD) и С�конце�
вым расширением (CTE) [13, 14]. αA� и αB�
кристаллины имеют ∼58% гомологии последо�
вательности друг с другом и ∼45% гомологии с
другими sHsp человека, такими как HspB6
[13, 14].

α�Кристаллины были впервые признаны в
качестве членов семейства белков sHsp в начале
1980 гг., когда была выявлена гомология их по�
следовательности с белками sHsp Drosophila [15].
Удивительно, но за следующее десятилетие не
было получено экспериментальных подтверж�
дений этого наблюдения. Первые эксперимен�
тальные доказательства того, что α�кристаллин
функционирует как sHsp/молекулярный шапе�
рон, были получены в 1992 г. в исследованиях
in vitro Horwitz [16], который показал, что α�
кристаллин предотвращает термическую агрега�
цию βγ�кристаллинов и алкогольдегидрогеназы.
Исследования в нашей лаборатории показали,
что α�кристаллин хрусталика глаза предотвра�
щает фотоагрегацию γ�кристаллина [17], а также
индуцированную нагреванием агрегацию ζ�
кристаллина и карбоангидразы [18], индуциро�
ванную дитиотрейтолом (DTT) агрегацию α�
лактальбумина [19] и индуцированную рефол�
дингом агрегацию β�кристаллина [20]. Было по�
казано, что гомоолигомеры αA� и αB�кристал�
линов проявляют шаперонную активность в от�
ношении различных белков�мишеней, хотя и в
разной степени [21, 22]. В нашей лаборатории
было впервые показано, что шаперонная актив�
ность α�кристаллина зависит от температуры,
поскольку она очень низка при температурах
ниже 30 °C и резко возрастает при температурах
выше 30 °C [17]. По�видимому, такая зависи�
мость активности от температуры является об�
щей чертой среди Hsps, поскольку этим белкам
необходимо функционировать при недопусти�
мых температурах. Растворимость гидрофобно�
го красителя пирена увеличивалась в присут�
ствии α�кристаллина в зависимости от темпера�
туры, что указывает на то что повышение темпе�
ратуры способствует экспонированию гидро�
фобных поверхностей α�кристаллина [17]. Вы�
званное подъёмом температуры повышение ша�
пероноподобной активности α�кристаллина
обусловлено различными факторами, в том чис�

ле изменением четвертичной структуры, увели�
чением содержания или реорганизацией гидро�
фобных поверхностей, повышением скорости
субъединичного обмена [18, 20]. Исследования
нашей лаборатории также показали, что α�
кристаллин связывается с расплавленными гло�
булами белков�мишеней [19] и способствует ре�
фолдингу ранних интермедиатов [23].

Гомоолигомеры αA� и αB�кристаллинов по�
казали различия в температурно�зависимой ак�
тивности, так как структура αB�кристаллина бо�
лее чувствительна к температуре, чем структуры
αA�кристаллина или гетероолигомера α�крис�
таллина, выделенного из хрусталика [21]. Меха�
низм шаперонной активности α�кристаллина в
отношении белков�мишеней интенсивно изуча�
ется в нашей лаборатории и в других исследова�
тельских группах. Наши исследования показа�
ли, что αA� и αB�кристаллины взаимодействуют
с индуцированными нагреванием интермедиа�
тами разворачивания цитратсинтазы двумя спо�
собами: 1) слабо с ранним разворачиванием ин�
термедиатов, что облегчает рефолдинг фермента
в его активное состояние, и 2) сильно и необра�
тимо с более поздним разворачиванием интер�
медиата с образованием растворимых комплек�
сов, предотвращающих агрегацию белков [22].
αA� и αB�кристаллины связываются с низкой
аффинностью с компактными близкими к на�
тивному состояниями и с большей аффин�
ностью с более развернутыми состояниями бел�
ка�мишени. Результаты, полученные в других
лабораториях с использованием модели агрега�
ции белков, таких как α�кристаллин, лизоцим
T4 и его мутанты, позволили предположить, что
αA� и αB�кристаллины связываются с субстра�
тами как с низким, так и с высоким срод�
ством [24, 25]. Переход в высокоаффинный ре�
жим может быть вызван температурой, pH или
фосфорилированием белка [26]. Было также по�
казано, что α�кристаллин предотвращает ами�
лоидную агрегацию аполипопротеина C�II и
серпина, взаимодействуя с частично структури�
рованными интермедиатами, что позволяет
предположить ингибирование α�кристаллином
стадии образования ядра при амилоидогене�
зе [27, 28]. Нами было показано, что αB�крис�
таллин предотвращает образование фибрилл
Aβ40 и Aβ42, взаимодействуя с центрами образо�
вания фибрилл Aβ40 [29]. С помощью методов
кварцевого кристаллического микробаланса,
аналитического ультрацентрифугирования и
систем обнаружения одиночных молекул, таких
как конфокальная двухцветная детекция совпа�
дений и микроскопия полного внутреннего от�
ражения, было показано, что αB�кристаллин
предотвращает фибрилляцию Aβ за счёт связы�
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ваясь с олигомерным и фибриллярным ядром
Aβ [30, 31]. Нами и в других лабораториях также
было показано, что αB�кристаллин также пре�
дотвращает фибрилляцию α�синуклеина [13].

Полидисперсная природа α�кристаллинов
затруднила их кристаллизацию и структурные
исследования. Однако можно получить крис�
таллы домена ACD и изучить его структуру с
помощью методов рентгеновской дифракции.
Было обнаружено, что домены ACD (∼80 а.о.) в
обоих кристаллинах характеризуются наличием
β�цепей. В общей сложности семь β�цепей
(β3–β9) расположены в виде иммуноглобули�
ноподобного β�сэндвича, в котором три цепи
(β3–β9–β8) расположены антипараллельно ос�
тальным четырём β�цепям (β4–β5–β6–β7), со�
единённым короткой петлёй [13, 32]. С по�
мощью биохимических методов было показано,
что экспрессия ACD αA� или αB�кристаллинов
приводит к образованию димеров и потере вы�
сокомолекулярных олигомеров [13, 32]. Домен
NTD у αA и αB�кристаллинов образован
~65 а.о., обогащён гидрофобными а.о. и неупо�
рядочен. Усечение NTD или делеция консерва�
тивных мотивов SRLFDQFFG и FLRAPSWF
оказывали влияние на сборку олигомеров αB�
кристаллина, приводя к превращению димеров
в гексамеры или меньшие олигомеры [33, 34].
Исследования с использованием ЯМР твёрдого
тела позволили понять структуру N�концевого
участка. Было показано, что он содержит две ко�
роткие α�спирали (а.о. 14–17 и 27–31) и двухце�
почечную антипараллельную β�складчатую
структуру (а.о. 48–50 и 61–63), соединённые
длинной петлёй [35]. Домен CTE в αA� и αB�
кристаллинах содержит примерно 20 а.о. и явля�
ется гибким и полярным участком. Он содержит
высококонсервативный мотив IXI, который об�
легчает образование олигомеров, действуя как
«якорная точка», тем самым способствуя поли�
дисперсности α�кристаллина [13]. Несколько
исследований показали, что делеция домена
CTE из αA� и αB�кристаллинов влияет на чет�
вертичную структуру и распределение олигоме�
ров. Делеции или мутации в CTE αB�кристал�
лине уменьшают размер олигомеров и влияют
на солюбилизацию субстратов [36, 37]. По�
скольку было показано, что потеря шаперонной
активности ассоциирована с патологиями, нами
была предпринята попытка увеличить его ак�
тивность, руководствуясь нашим наблюдением,
что она может активироваться температурно�за�
висимыми структурными возмущениями. Нами
получены генно�инженерные химерные белки
со значительно более высокой шаперонной ак�
тивностью, что свидетельствует о том, что
структурная организация и шаперонная актив�

ность sHsps зависят от последовательности и
длины CTE, NTD и консервативных моти�
вов [36, 38].

Основываясь на результатах ЯМР твердого
тела, малоуглового рентгеновского рассея�
ния (SAXS) и электронной микроскопии (EM)
была предложена модель полноразмерного αB�
кристаллина в виде симметричного мультимера
из 24 субъединиц, связанных через иерархию
взаимодействий с участием ACD, CTE и NTD.
Сначала два ACD связываются, образуя димер.
Три димера связываются друг с другом с образо�
ванием гексамера за счёт взаимодействия кон�
сервативного мотива IXI С�конца в одном диме�
ре с гидрофобными карманами (цепи β4 и β8)
другого димера [32, 39]. Гексамеры связываются
в мультимеры более высокого порядка посред�
ством различных взаимодействий с участием
NTD [35, 39]. Эта модель согласуется со струк�
турными данными. Однако предстоит ещё со�
гласовать полидисперсность, которая часто упо�
минается в случае αB�кристаллина, с существо�
ванием симметричного 24�мера.

В хрусталике человека αA�кристаллин суще�
ствует как в окисленной, так и в восстановлен�
ной форме благодаря наличию двух остатков
цистеина. Kaiser et al. [40] исследовали структуру
олигомеров αA�кристаллина в окисленном и
восстановленном состояниях, использовав на�
бор различных методов, таких как крио�EM, пе�
рекрёстные сшивки/масс�спектрометрия, ЯМР�
спектроскопия, молекулярное моделирование.
Они показали, что олигомеры αA�кристаллина
в основном существуют в виде 12�, 16� и 20�мер�
ных структур, которые можно преобразовать
друг в друга путём добавления или вычитания
тетрамеров. Процесс сборки происходит через
образование тетрамеров, в которых два димера
β7�интерфейса связываются друг с другом через
N�концевые фрагменты. Тетрамерные звенья
связываются далее через N�концевые взаимо�
действия с образованием ансамблей более высо�
кого порядка. Усиленная динамика домена CTE
приводит к обмену доменами между димерами и
определяет гетерогенность олигомеров. Хотя
αA� и αB�кристаллины обладают высокой гомо�
логией и сходной длиной последовательности,
они образуют разные олигомерные сборки, ис�
пользуя сходный тип взаимодействий. Димери�
зация происходит с участием β7�интерфейса, в
то время как олигомеризация опосредована N�
концевыми взаимодействиями и связыванием
IXI с близлежащим промотором. Однако CTE
αB�кристаллина участвует в формировании гек�
самерных частиц, тогда как CTE αA�кристалли�
на участвует в сборке олигомеров более высоко�
го порядка в трёхмерной форме с обменом доме�



нов. Следовательно, N�концевые взаимодей�
ствия важны для образования олигомеров αA�
кристаллина [40].

ВОЗРАСТНЫЕ МОДИФИКАЦИИ
αα�КРИСТАЛЛИНА И КАТАРАКТА

Кристаллины, включая α�кристаллин, явля�
ются долгоживущими белками хрусталика и по�
этому подвержены возрастным модификациям.
Эпидемиологические исследования показали,
что экологические и профессиональные факто�
ры повышают риск возникновения возрастных
катаракт [41]. В большом числе исследований
было показано, что нерастворимая в воде фрак�
ция увеличивается в хрусталике с возрастом и
при развитии катаракты [42, 43]. В αA� и αB�
кристаллинах из хрусталиков пожилых людей и
при наличии катаракты были обнаружены мно�
гочисленные посттрансляционные модифика�
ции, такие как деамидирование, окисление,
ацетидирование, метилирование, изомериза�
ция, карбамоилирование и фосфорилирова�
ние (табл. 1).

УФ�облучение способствует развитию воз�
растной катаракты [47]. Хрусталик имеет УФ�
фильтры на основе триптофана, такие как кину�
ренин, 3�гидроксикинуренин и глюкозид 3�гид�
роксикинуренин, которые поглощают УФ�излу�
чение. Однако УФ�индуцированное фотовоз�
буждение приводит к образованию свободных
радикалов и активных форм кислорода, которые
окисляют метиониновые, триптофановые и
цистеиновые остатки α�кристаллина и приво�

дят к недисульфидной ковалентной сшивке и
олигомеризации [48, 49]. Воздействие УФ�излу�
чения вызывает существенные изменения вто�
ричной и третичной структуры и нарушает ша�
пероноподобную активность α�кристалли�
на [50].

Окисление является одной из наиболее час�
тых причин посттрансляционной модифика�
ции, наблюдаемой в хрусталике, где оно обычно
влияет на остатки метионина, триптофана, ти�
розина, цистеина и гистидина в α�кристалли�
не (табл. 1). При воздействии УФ�излучения в
хрусталике глаза быка окислению подверглись
остатки M1 и M168 в αA�кристаллине и остатки
M1, W9, W60 и M68 – в αB�кристаллине [48].
В исследованиях in vitro было показано, что
окисление αA� и αB�кристаллинов вызывает
значительные изменения их вторичной и чет�
вертичной структур и образование низкомоле�
кулярных частиц, не обладающих шаперонной
активностью [51].

Деамидирование представляет собой другой
типичный пример посттрансляционной моди�
фикации, которая чаще наблюдается в нераст�
воримой в воде фракции нормального хрустали�
ка и хрусталика при катаракте. Деамидирование
превращает амид в боковой цепи остатков аспа�
рагина и глутамина в остаток карбоновой кис�
лоты и внедряет отрицательный заряд в молеку�
лу белка, тем самым дестабилизируя его струк�
туру. Масс�спектрометрические исследования
показали, что деамидирование происходит в ос�
татках Q6, Q50, Q90, N101, Q104, N123 и Q147 в
αA�кристаллине и остатках N78, Q108, N146 – в
αB�кристаллине (табл. 1). Было обнаружено,
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Посттрансляционная модификация

Деамидирование

Окисление

Ацетилирование

Метилирование

Изомеризация/эпимеризация

Фосфорилирование

Карбамоилирование

Таблица 1. Посттрансляционные/возрастные изменения в α�кристаллинах

Ссылки

[44, 45]

[44, 45]

[44, 45]

[44, 45]

[45]

[44, 45]

[45, 46]

Затронутые аминокислотные остатки

Q6, Q50, Q90, N101, Q104, N123, Q147 в αA�кристаллине; 
N78, Q108, N146 в αB�кристаллине

M1, W9, Y18, Y34, M138, C142 в αA�кристаллине; 
M1, H7, W9, Y48, W60, M68 в αB�кристаллине

M1, K70, K78, K88, K145 в αA�кристаллине;
M1, K92 в αB�кристаллине

R21, K88 в αA�кристаллине
R22, R50 в αB�кристаллине

S20, D58, S59, S62, D151, S162 в αA�кристаллине; 
S19, S21, S53, S59, D62, S85, D109 в αB�кристаллине

T13, S45, S122, T140 в αA�кристаллине; 
S19, S21, S43, S45, S53, S59, S76 в αB�кристаллине

K92 в αB�кристаллине
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что α�кристаллин хрусталика при катаракте
сильно деамидирован по сравнению с белками
нормального хрусталика. Влияние возрастного
деамидирования на структурно�функциональ�
ные свойства α�кристаллина изучали с исполь�
зованием различных имитирующих дезамиди�
рование мутантов αA�кристаллина (N101D,
N123D и N101D/N123D) и αB�кристаллина
(N78D, N146D и N78D/N146D) [52]. Мутант�
ные формы αA�кристаллина показали изменён�
ную вторичную структуру и микроокружение;
гомомеры с дезамидированием по остатку N123
показали значительное снижение шаперонной
активности [52, 53]. Деамидирование остат�
ка N146 повлияло на структуру и функции αB�
кристаллина [54].

Другой посттрансляционной модификаци�
ей, которая возникает при старении хрусталика
и при катаракте, является фосфорилирование
α�кристаллина (табл. 1). Исследования α�крис�
таллина хрусталика человека и его модифика�
ций с возрастом и при развитии катаракты с по�
мощью метода MALDI�MS выявили повышен�
ное количество фосфорилированного αB�крис�
таллина в кортикальных участках хрусталика
пожилых людей [55]. Протеомный анализ хрус�
талика при врождённой катаракте показал, что
фосфорилирование αA�кристаллина происхо�
дит по остаткам T13, S45, S122 и T140, а αB�
кристаллина – по остаткам S19, S21, S43, S45,
S53, S59 и S76 [56]. Фосфопротеомная характе�
ристика нормального хрусталика и хрусталика
при катаракте и последующий количественный
анализ выявил более высокие уровни фосфори�
лирования α�кристаллина (T153 – в αA�крис�
таллине и S19, S76 – в αB�кристаллине) в хрус�
талике при катаракте [57]. Фосфорилирование
αB�кристаллина с возрастом усиливается. Ему
также способствуют стресс и болезни [58]. В ря�
де работ было проведено определение уровня
фосфорилирования αB�кристаллина. Уровень
фосфорилирования αB�кристаллина в культи�
вированных тканях хрусталика крыс составил
~0,25 моль фосфата на моль белка [59]. Уровень
фосфорилирования αB�кристаллина в хруста�
лике быка в первые три года жизни увеличивал�
ся до 0,25 моль фосфата на моль белка и далее
оставался без изменений [59, 60]. αA�Кристал�
лин, напротив, может фосфорилироваться до
уровня 0,5 моль фосфата на моль белка [59, 60].
Обычно фосфорилирование αB�кристаллина
происходит по остаткам S19, S45 и S59. Фосфо�
рилирование αB�кристаллина может быть как
полезным, так и вредным в зависимости от его
уровня. Фосфорилирование лишь одного остат�
ка (это либо S45, либо S59) увеличивает шапе�
ронную активность этого белка, в то время как

гиперфосфорилирование по двум остаткам (S45
и S59) увеличивает его долю в нерастворимой
фракции [58]. Мутантная форма αB�кристалли�
на R120G подвергается гиперфосфорилирова�
нию и переходит в нерастворимые фрак�
ции [61, 62]. Более раннее исследование в нашей
лаборатории с использованием мутантов, ими�
тирующих фосфорилирование, показало, что
гиперфосфорилирование αB�кристаллина R120G
(S19D/S45D/S59D�R120G αB�кристаллин или
3D�R120G αB�кристаллин) увеличивает его
склонность к агрегации [58].

Другой часто наблюдаемой посттрансляци�
онной модификацией в стареющих хрусталиках
является рацемизация/изомеризация, при ко�
торой L�формы серина и аспарагиновой кисло�
ты переходят в их D�формы. В табл. 1 перечис�
лены аминокислотные остатки, повергающиеся
изомеризации в αA� и αB�кристаллинах. αA�
Кристаллин более подвержен изомеризации,
чем αB�кристаллин, из�за высокого содержа�
ния остатков аспарагиновой кислоты [63]. При
старении в αA�кристаллине подвергаются изо�
меризации остатки D58 и S59/62, и их D�изо�
форма чаще встречается в хрусталиках с ката�
рактой, чем в нормальных хрусталиках [64, 65].
Изомеризация вызывает изменения структуры
α�кристаллина. Так, изомеризация остатков
D58, D84 и D151 αA�кристаллина, наблюдае�
мая в состарившемся хрусталике, приводит к
нарушению его гетерополимерной структуры
высокого порядка и снижению растворимости
белка, что в конечном итоге вызывает развитие
катаракты [64]. В αB�кристаллине изомериза�
ция остатка D109 разрушает важный для белка
солевой мостик с остатком R120 на поверхнос�
ти димера, что приводит к аберрантной олиго�
меризации. Остатки S59 и D62 участвуют в обра�
зовании интерфейса, образуя кластер солевого
мостика с R163 и E165 соседнего мономера [66].
Изомеризация остатка D62 влияет на фосфори�
лирование остатка S59, тем самым нарушая
формирование солевого мостика и разрушая
поверхность раздела, что изменяет динамику
олигомеризации [66]. Эпимеризация остат�
ка S162 существенно ослабляет межсубъеди�
ничное связывание [66]. При диабете гипергли�
кемия способствует протеканию нефермента�
тивных реакций, таких как гликирование и
окисление, что приводит к образованию конеч�
ных продуктов гликирования (AGE) и ускоряет
реакции Майяра в кристаллинах хрусталика,
приводя к развитию возрастной катарак�
ты [67, 68].

Исследования хрусталиков быка и крысы
in vitro показали, что гликирование по остаткам
лизина повышает восприимчивость кристалли�



нов к сульфгидрильному окислению и приводит
к образованию высокомолекулярных агрегатов
с дисульфидными поперечными связями [69].
Хотя гликирование не вызывает заметных изме�
нений структуры α�кристаллина, тем не менее
оно способствует значительному снижению его
шаперонной активности [70]. Усечение белка
является одним из наиболее распространённых
в хрусталиках видов модификации, когда удале�
ние части аминокислотной последовательности
как с N�, так и с C�концов приводит к образова�
нию нескольких пептидных фрагментов. Моди�
фикации, такие как деамидирование и изомери�
зация, увеличивают вероятность усечения бел�
ковой молекулы. α�Кристаллины подвергаются
нескольким усечениям в основном на C�конце:
участки усечения включают остатки S172, S162,
N101, D58 и L40 в αA�кристаллине и K174,
T170, T40 и E34 – в αB�кристаллине (см. [43, 55]
и обзор [71]). Было обнаружено, что в состарив�
шихся хрусталиках N�концевой участок αA�
кристаллина укорочен на 3 остатка, в то время
как N�концевой участок αB�кристаллина может
быть укорочен на 1 или 6 остатков [72]. В нашей
лаборатории при сотрудничестве с группой
Garland в хрусталике человека с катарактой вы�
явили усечённую форму αB�кристаллина, у ко�
торой отсутствовал C�концевой остаток лизи�
на [73]. Эта укороченная форма, обозначаемая
как αBg, обладала более кислыми свойствами и
мигрировала немного ниже, чем полноразмер�
ный белок в SDS�PAGE. Количество αBg варьи�
ровало от 10 до 90% от общего количества αB�
кристаллина. Исследования in vitro показали,
что шаперонная активность αBg была сравнима
с активностью нормального αB�кристалли�
на [73]. Удаление C�концевых остатков в реком�
бинантном укороченном (151 а.о.) αA�кристал�
лине влияло на его олигомеризацию и обмен
субъединицами [44]. Мутантные формы αA� и
αB�кристаллинов, у которых на C�конце были
удалены 16 а.о., демонстрировали пониженную
шаперонную активность [74]. Усечение α�крис�
таллина также приводит к образованию низко�
молекулярных пептидов, которые обнаружива�
ются в состарившихся хрусталиках человека и
ассоциируются с помутнением хрусталика и ка�
тарактой [75, 76]. Было показано, что пептид
αA66�80 из αA�кристаллина связывается с рас�
творимым α�кристаллином, ослабляет его ша�
перонную активность и вызывает его агрега�
цию [77]. Пептид αA66�80 также образовывал
амилоидные фибриллы, способствовал появле�
нию перекиси водорода и индуцировал апоптоз
клеток [78].

Среди других видов модификации α�крис�
таллина следует отметить ацетилирование и

карбамоилирование остатков лизина (табл. 1).
В хрусталике человека ацетилирование проис�
ходит по остаткам K70 и K99 в αA�кристаллине
и K92 и K166 – в αB�кристаллине [44]. Опреде�
ление шаперонной активности мутантной фор�
мы K70Q α�кристаллина, имитирующей ацети�
лированную форму белка, выявило изменения
структуры белка и различную шаперонную ак�
тивность этого белка в зависимости от белка�
клиента [79]. Было обнаружено, что карбамои�
лирование белков хрусталика, которое считает�
ся возрастным процессом, повышено в ядре
хрусталика по сравнению с областью коры [71].
При катаракте наблюдалось карбамоилирова�
ние остатка K92 в αB�кристаллине [46].

С процессом агрегации белков, происходя�
щим во время развития катаракты, ассоцииро�
ваны белок�белковые перекрёстные сшивки.
Усечение и посттрансляционные модификации,
такие как окисление, деамидирование, и изоме�
ризация, запускают процесс белок�белковых пе�
рекрёстных сшивок кристаллинов, в основе ко�
торых лежат различные механизмы (через де�
гидроаланин (DHA), промежуточное образова�
ние сукцинимида аспарагина и усечение или C�
концевой промежуточный продукт янтарного
ангидрида) [71]. Протеомные исследования по�
казали, что α�кристаллин подвергается белок�
белковому сшиванию, которое включает реак�
цию остатков лизина неферментативно усечён�
ного белка с С�концевыми остатками аспарта�
та [71, 80]. Этот двухфазный механизм включает
в себя два спонтанных события – расщепление
белка и перекрёстное сшивание. Расщепление
белка может происходить при pH 5–7,4 и вклю�
чает отщепление пептида на C�концевой сторо�
не остатка аспарагиновой кислоты, который за�
тем подвергается спонтанной циклизации с об�
разованием C�концевого промежуточного про�
дукта в виде ангидрида аспартата. Следующим
этапом является сшивание, когда С�концевой
промежуточный ангидрид Asp реагирует либо с
водой с образованием аспартата, либо с нуклео�
филом, таким как ε�аминогруппа лизина или N�
концевая аминогруппа, с образованием ковалент�
ной белок�белковой перекрёстной сшивки [80].
Протеомный анализ хрусталика при катаракте
позволил выявить различные перекрёстные
сшивки в αA�кристаллине, αB�кристаллине,
γC/D�кристаллине и γS�кристаллине. Были
идентифицированы следующие перекрёстные
сшивки: αA�кристаллин К78–αA�кристал�
лин D58, αA�кристаллин D151–αB�кристал�
лин K82, αA�кристаллин D151–αB�кристал�
лин K150, αB�кристаллин D129–αB�кристал�
лин K82, αB�кристаллин D129–αB�кристал�
лин K90, αB�кристаллин D129–αB�кристал�
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лин K121, αA�кристаллин D151–γC/γD�крис�
таллин G2 [71, 80]. Большинство сшивок пред�
ставляли амидные связи между боковой цепью
лизина пептида и C�концевым остатком аспара�
гиновой кислоты другого пептида. Интересно,
что перекрёстная сшивка αA�кристаллин
D151–γC/γD�кристаллин G2 включала амид�
ную связь, образованную N�концевой группой
γC/D�кристаллина с C�концевым аспарта�
том (D151) αA�кристаллина [71, 80].

Таким образом, при старении белки хруста�
лика, в том числе α�кристаллин, претерпевают
множественные ковалентные модификации,
усечения и сшивки. Эти модификации могут
происходить одновременно или независимо
друг от друга, и они могут влиять на структуру,
олигомеризацию и шаперонную функцию α�
кристаллина, вызывая снижение растворимости
и усиливая агрегацию белка, и делая хрусталик
склонным к развитию возрастной катаракты.

МУТАЦИИ αα�КРИСТАЛЛИНА И КАТАРАКТА

Мутации в αA� и αB�кристаллинах могут
приводить к развитию аутосомальных врождён�
ных катаракт различного фенотипа (табл. 2 и 3).
Связанные с катарактой мутации α�кристаллина
могут быть миссенс�мутациями, сдвигом рамки
считывания или нонсенс�мутациями. Большин�
ство этих мутаций являются аутосомально�до�
минантными и вызывают врождённые катарак�
ты, тогда как некоторые мутации являются ре�
цессивными (табл. 2 и 3). Первой зарегистриро�
ванной мутацией α�кристаллина, вызывающей
развитие катаракты, была одиночная миссенс�
мутация R116C αA�кристаллина, которая инду�
цировала развитие аутосомально�доминантной
катаракты [81]. Vicart et al. сообщил о втором
случае, в котором катаракта и десмин�ассоци�
ированная миопатия были вызваны миссенс�му�
тацией R120G в αB�кристаллине (табл. 3).

Домен

NTD

ACD

CTE

Таблица 2. Мутации αA�кристаллина, вызывающие катаракту (CRYAA)

Ссылки

[82]

[83, 84]

[85]

[83, 86]

[83, 84, 87]

[88]

[89]

[84, 90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[81, 96, 97]

[83, 98, 99]

[100]

[101]

[102]

[93]

[103]

Болезнь

CC (AR)

CC (AD)

CC(AD)

CC (AD)

CC (AD)

CC (AD)

CC (AD)

CC (AR/AD)

CC (AD)

CC (AD)

ARC

ARC (AR)

PC (AD)

CC (AD)

CC (AD)

CC (AD)

CC (AD)

CC (AD)

ARC

CC

Мутация

W9X

R12C

R12L

R21L

R21W

R21Q

R49C

R54C

R54P

R54L

R65Q

F71L

G98R

R116C

R116H

p.116_118del

R117H/Y118del

R117del

R119H

A152del

Морфология катаракты

ядерная

задняя, полярная, ядерная и пластинчатая

ядерная

центральная задняя 

пластинчатая ядерная, полярная, передняя полярная

пластинчатая

ядерная, пластинчатая

полная, ядерная

помутнение Y�образного шва с вовлечением ядра

ядерная

неизвестно

неизвестно

периферическая, кольцевидное помутнение

поясничная центральная ядерная, ядерная

точечная, ядерная, полная

неизвестно

неизвестно

неизвестно

неизвестно 

неизвестно

Примечание. Принятые сокращения: NTD – N�концевой домен; ACD – α�кристаллиновый домен; CTE – С�концевое
удлинение; CC – врождённая катаракта; ARC – возрастная катаракта; PC – пресенильная (ранняя) катаракта (AD –
аутосомально�доминантная; AR – аутосомально�рецессивная).



Большинство мутаций в домене NTD αA�
кристаллина, вызывающих катаракту, являются
доминантными миссенс�мутациями консерва�
тивного остатка аргинина. Одна нонсенс�мута�
ция (W9X) вызывает появление укороченной
формы αA�кристаллина, дающей начало рецес�
сивной врождённой катаракте (табл. 2). Анало�
гично, мутации в домене NTD αB�кристаллина
также являются миссенс�мутациями консерва�
тивных остатков аргинина (R11H, R12C, R56W)
и пролина (P20R), что приводит к доминантной
или рецессивной врождённым катарактам. Био�
физические исследования мутаций в N�конце�
вых участках, вызывающих катаракту (R11H,
P20S R56W), показали, что мутант R11H обра�

зует более мелкие олигомеры, тогда как мутан�
ты P20S и R56W образуют более крупные олиго�
меры, чем олигомеры, генерируемые αB�крис�
таллином дикого типа. Мутант P20S показал
более низкую термостабильность, чем белок
дикого типа. Мутанты P20S и R56W проявляли
более низкую шаперонную активность, чем αB�
кристаллин дикого типа, при тестировании
против УФ�облученного βL�кристаллина, ис�
пользуемого в качестве субстрата [123]. В αA� и
αB�кристаллинах домен ACD участвует в про�
цессе образования димера. Этот домен состоит
из консервативных аминокислотных остатков,
образующих β�сэндвич�домен. Мутации, вызы�
вающие катаракту в ACD αA�кристаллина, за�

BUDNAR и др.
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Домен

NTD

ACD

CTE

Таблица 3. Мутации αB�кристаллина, вызывающие заболевания (CRYAB)

Ссылки

[104]

[105]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[101]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[84]

[118]

[115]

[119]

[120]

[121]

[122]

Болезнь

CC (AD)

CC (AR)

CC (AR)

CC (AD)

CC (AD)

MFM (AR)

CC (AR)

CC (AD)

CC, MFM(AD)

AxM/RCM (AD)

CC, MFM (AD)

DRM, CC (AD)

CC (AD)

MFM (AD)

DM

DCM (AD)

CC (AD)

CC (AD)

MFM (AD)

MFM (AR; infantile onset)

CC, MFM (AD)

DCM, CC (AD)

CC (AD)

Мутация

R11H

R11C

R12C

P20S

P20R

60delC (S21AfsX24)

R56W

R69C

D109A

D109G

D109H

R120G

D140N

Q151X

G154S

R157H

A171T

450delA (K150NfsX35)

464delCT (P155Rfs9)

343delT (S115fs129X)

514delG (Ala172ProfsTer14)

X176Wfs19

X176Yfs19

Морфология катаракты

ядерная

ядерная

ядерная

задняя полярная

задняя полярная

неприменимо

плотная полная белая

неизвестно

неизвестно

неизвестно

задняя полярная

неизвестно

пластинчатая

неприменимо

неприменимо

неприменимо

пластинчатая

задняя полярная

неприменимо

неприменимо

неприменимо

неизвестно

задняя полярная

Примечание. Принятые сокращения: ACD – α�кристаллиновый домен; AxM/DM/MFM, axial/distal/myofibrillar myopa�
thy – аксиальная/дистальная/миофибриллярная миопатия; CTE – С�концевое удлинение; CC – врождённая катаракта;
DCM – дилатационная кардиомиопатия; DRM – миопатия, ассоциированная с десмином; NTD – N�концевой домен;
RCM – рестриктивная кардиомиопатия (AD – аутосомально�доминантная; AR – аутосомально�рецессивная).
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трагивают консервативные остатки глицина и
аргинина (G98R и R116C соответственно;
табл. 2). Рекомбинантный αA�кристаллин с му�
тацией R116C демонстрирует структурные из�
менения, приводящие к увеличению полидис�
персности и снижению обмена субъединиц и
активности шаперонов [124, 125]. Мута�
ция G98R в αA�кристаллине вызывает пресе�
нильную (раннюю) катаракту с дебютом в воз�
расте ~18 лет [95]. Исследования, проведённые
в нашей лаборатории, показали, что му�
тант G98R претерпевает нарушение фолдинга, в
результате чего происходит образование телец
включения [126]. При солюбилизации и рефол�
динге мутантный белок демонстрировал изме�
нения вторичной, третичной и четвертичной
структур и образовывал более крупные олиго�
меры, лишённые шаперонной активнос�
ти [126]. Мутации в αB�кристаллине, ассоци�
ированные с развитием катаракты и/или мио�
патии, происходят в домене ACD, затрагивая
остатков аргинина и аспарагиновой кислоты
(R69C, D109H, R120G и D140N; табл. 3). Био�
физические и биохимические исследования му�
тантной формы R120G αВ�кристаллина выяви�
ли изменения во вторичной и четвертичной
структурах этого белка и пониженную шапе�
ронную активность [125, 127]. Мутантная фор�
ма R120G αB�кристаллина аномально взаимо�
действовала с компонентами клетки (напри�
мер, с десмином), в результате чего происходи�
ло образование белковых агрегатов, токсичных
для клетки [128]. Изучение мутантных
форм R69C и D109H выявило изменения в их
структуре (вторичной, третичной и четвертич�
ной), повышенную склонность к амилоидоге�
незу и снижение шапероноподобной активнос�
ти [129]. Мутация D140N оказывала влияние на
третичную/четвертичную структуру αB�крис�
таллина, что приводило к более крупным агре�
гатам и снижению термостабильности [114].
Мутант D140N лишён шапероноподобной ак�
тивности и ингибирует шаперонную функцию
αB�кристаллина дикого типа, проявляя себя
как доминантно�негативный мутант [114].
Аминокислотные остатки D109, R120 и D140
являются высококонсервативными и образуют
ключевую структуру домена типа β�сэндвич:
поверхность димера образует основу общей бо�
роздки с остатками R120, присутствующими на
обоих концах, взаимодействующими с D109 с
образованием солевого мостика, который по�
могает для создания общей интерфейсной бо�
роздки в αB�кристаллине [130]. Доминантные
мутации, такие как R120G или D109G, разру�
шают этот солевой мостик, тем самым нарушая
структуру бороздки и конформацию расширен�

ного домена типа β�сэндвич [112, 130]. Анало�
гичным образом, остаток D140, располагаю�
щийся на шпилечной петле, соединяющей
β8–β9, образует солевой мостик с остат�
ком H83, расположенным на дуге β3/β4 в β�
сэндвич�домене [114, 130]. Следовательно,
можно было ожидать, что все три мутации по�
влияют на ионно�парные взаимодействия, про�
исходящие в петле и дуге и связанные с формой
расширенного нижнего листа димера.

C�Концевой участок α�кристаллина важен
для гибкости белковой молекулы и её раствори�
мости. Доминантные мутации G154S и R157H в
этом участке вызывают лёгкую кардиомиопа�
тию без развития катаракты, тогда как мута�
ция A171T вызывает врождённую пластинчатую
катаракту (табл. 3). Исследование мутантных по
C�концу форм (G154S, R157H и A171T) показа�
ло, что мутантная форма R157H образует более
мелкие олигомеры, чем αB�кристаллин дикого
типа. Мутанты проявляли более низкую термо�
стабильность и образовывали агрегаты при бо�
лее низкой температуре, чем белок дикого типа.
Они также различались по образованию гетеро�
олигомерных комплексов с HspB4 и HspB6. Ша�
перонная активность мутантных форм G154S
и A171T была ниже, чем αB�кристаллина дико�
го типа [131]. Однако нонсенс�мутация A152del
в αA�кристаллине [103] и мутации со сдвигом
рамки считывания Ala172ProfsTer14, X176Wfs19
и X176Yfs19 в αB�кристаллине [121, 122] оказа�
лись связаны с аутосомально�доминантными
врождёнными катарактами. Недавно была
идентифицирована новая доминантная мутация
со сдвигом рамки считывания – c.514delG
(p.Ala172ProfsTer14), которая вызывает мульти�
системное заболевание, характеризующееся
врождёнными катарактами, гипотонией, мио�
патией, нарушением дыхания и дисфаги�
ей [120]. Эта новая мутация приводит к сдвигу
рамки считывания в позиции Ala172, приводя к
добавлению 12 новых а.о. и удлинению молеку�
лы белка до 184 а.о. Биоинформационный ана�
лиз показал повышенную гидрофобность и сни�
жение гибкости С�концевого домена мутантно�
го белка, что в конечном итоге влияет на его
растворимость и шаперонную активность [120].
Мутация p.X176Y приводит к потере стоп�кодо�
на, приводя к добавлению 19 а.о. к αB�кристал�
лину дикого типа [122]. Биоинформатический
анализ предсказал, что добавление 19 а.о. вызы�
вает образование новых вторичных структур (α�
спираль и случайный клубок) и образует удли�
нённую цепь в третичной структуре, что делает
мутантный белок патогенным для клетки из�за
повышения его гидрофобности и снижения его
стабильности [122].



МУТАЦИИ αα�КРИСТАЛЛИНА
И ИХ ВЛИЯНИЕ НА АГРЕГАЦИЮ БЕЛКА

Большинство мутаций α�кристаллинов,
представленных в табл. 2 и 3, являются аутосом�
но�доминантными негативными мутациями.
Мутации α�кристаллинов могут индуцировать
разворачивание белков и образование гомо� и
гетероагрегатов, которые могут быть токсичны�
ми для клетки. Различные мутантные формы
αA� и αB�кристаллинов при экспрессии в бак�
териях/клетках образуют агрегаты/тельца вклю�
чения (табл. 4).

Как показано в табл. 4, различные ассоци�
ированные с катарактой мутантные формы αA�
кристаллина образуют тельца включения/агре�
гаты. Отдельные мутантные формы αA�крис�
таллинов (например, R49C и R54C) образуют
агрегаты в ядре. Исследования на мышиной мо�
дели с нокаутом показали, что мутация R49C
приводит к снижению растворимости и повы�
шению гидрофобности белка. Мутантный белок
агрегирует с образованием катаракты, вероятно,
за счёт повышенной гидрофобности и связыва�
ния с β� и γ�кристаллинами [141].

Различные исследования, включая наши не�
давние результаты, показывают, что в мутантной
форме R54C наблюдаются лишь небольшие
структурные изменения, и её шаперонная ак�
тивность сравнима с активностью белка дикого
типа [133, 142]. Мы обнаружили, что, в отличие
от диффузной локализации αA�кристаллина ди�
кого типа в цитоплазме клеток эпителия хруста�
лика SRA01/04, мутантная форма R54C αA�
кристаллина образует спеклы в цитоплазме и в
ядре. Она также сильнее связывалась с нуклео�
сомными гистонами, чем белок дикого типа, и
вызывала стрессоподобный ответ и апоптоз
[133]. Изучение вызывающих врождённую ката�
ракту мутаций остатка R54 (R54C, R54L, R54P)
показало, что эти замены приводят к структур�
ным изменениям, понижают термостабильность
белка, снижают шаперонную активность и по�
вышают склонности к амилоидогенезу [143].

Ранее нами было показано, что мутантная
форма G98R αA�кристаллина, при её экспрессии
в бактериальных клетках, образует агрегаты и
тельца включения [126]. Она также проявляет из�
менённую шапероноподобную активность, кото�
рая модулируется ионами Cu2+ [126, 144, 145].

Аналогично, различные вызывающие болез�
ни мутации αB�кристаллина приводят к образо�
ванию телец включения/агрегатов (табл. 4). Ис�
следование Raju и Abraham [135], посвящённое
изучению различных мутаций αB�кристаллина,
вызывающих врождённую катаракту и кардио�
миопатию в клетках млекопитающих, показало,

что мутантные формы D109H, R120G, D140N
и R157H образуют больше агрегатов, чем другие
мутантные белки [135]. Однако следует отме�
тить, что для мечения мутантных белков авторы
использовали в своей работе жёлтый флуоресцент�
ный белок (YFP). Поэтому нельзя исключить,
что этот флуоресцентный белок, слитый с мутант�
ным белком, мог бы влиять на его агрегацию.
В различных экспериментах in vitro, ex vivo или
in vivo (на трансгенных мышах) была показана
агрегация и образование телец включения мутант�
ной формой R120G αB�кристаллина, взаимо�
действующей с десмином [128, 137, 146].

Существует два типа агрегации белка –
аморфная и хорошо упорядоченная амилоидно�
фибриллярная агрегация. Как было отмечено
выше, амилоидные агрегаты были обнаружены
в хрусталике глаза при катаракте. В исследова�
ниях in vitro было показано, что кристаллины,
включая α�кристаллин, образуют амилоидные
агрегаты в денатурирующих условиях [147]. Воз�
никает вопрос о том, могут ли при катаракте,
кроме аморфной агрегации, также образовы�
ваться амилоиды? При агрегации белков
действительно наблюдается конкуренция между
аморфной и упорядоченной амилоидной агрега�
цией [148]. Изучение катаракт у мышей показа�
ло, что рекомбинантный мышиный мутантный
белок γBnop (усечённый белок, образованный в
результате делеции 11 п.н. в третьем экзоне в по�
зиции Ser138 и последующей вставки 4 п.н.) об�
разовывал амилоидные фибриллы in vitro (в от�
личие от белка дикого типа) [149]. Анализ хрус�
таликов методом 2D�инфракрасной спектро�
скопии (2DIR) выявил амилоидные β�складча�
тые структуры в хрусталиках свиньи, облучён�
ных УФ�излучением [7]. Аналогичные исследо�
вания хрусталиков человека при катаракте и без
неё выявили присутствие амилоидной β�склад�
чатой вторичной структуры в зрелых хрустали�
ках и при катаракте, в то время как в хрустали�
ках несовершеннолетних амилоидная структура
отсутствовала [8]. Мутантная форма R120G αB�
кристаллина in vitro образует амилоидные фиб�
риллы более высокого порядка, чем белок дико�
го типа [150]. Недавнее исследование с исполь�
зованием 2DIR�спектроскопии показало нали�
чие амилоидоподобной структуры в хрусталиках
мышей с нокаутом Cryab�R120G, что указывает
на возможность образования α�кристаллином
амилоидных агрегатов в условиях in vivo [9]. Бы�
ло показано, что антитела против амилоидных
олигомеров распознают агрегаты R120G αB�
кристаллина в модели трансгенных мы�
шей [137]. Эти исследования показывают, что
как образование амилоида, так и аморфная аг�
регация могут иметь место во время развития
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катаракты. Поэтому было бы интересно понять
механизмы агрегации α�кристаллинов per se и
влияние вызывающих болезни мутаций на
склонность кристаллинов к агрегации и на ме�
ханизмы этого процесса.

Необходимы дальнейшие исследования,
чтобы проанализировать механизмы агрегации
α�кристаллина, индуцированные мутациями,
способствующими возникновению болезней.
Возможно, нарушение нативной структуры в

Мутантная форма

R12L αA�кристаллин

R12C αA�кристаллин

R21L αA�кристаллин

R21W αA�кристаллин

R49C αA�кристаллин

R54C αA�кристаллин

G98R αA�кристаллин

R116C αA�кристаллин

R116H αA�кристаллин

p.116_118del αA�кристаллин

R11H αB�кристаллин

P20S αB�кристаллин

D109G αB�кристаллин

D109H αB�кристаллин

R120G αB�кристаллин

D140N αB�кристаллин

Q151X αB�кристаллин

G154S αB�кристаллин

R157H αB�кристаллин

A171T αB�кристаллин

343delT αB�кристаллин

450delA αB�кристаллин

464delCT αB�кристаллин

Таблица 4. Агрегаты, образуемые различными мутантными формами αA� и αB�кристаллинов

Ссылки

[132]

[132]

[132]

[132]

[132]
[89]

[132]
[133]

[126]
[134]

[132]

[100]

[100]

[135]

[135]

[111]

[135]

[136]
[137]
[62]

[135]

[135]

[62]
[138]

[135]

[135]

[135]

[135]
[139]

[140]

[62]
[140]
[138]

Морфология агрегатов (экспрессированы в бактериях/клеточных линиях)

большие цитоплазматические агрегаты и агресомы (клетки HeLa)

цитоплазматические агрегаты и агресомы (клетки HeLa)

цитоплазматические агрегаты и агресомы (клетки HeLa)

цитоплазматические агрегаты и агресомы (клетки HeLa)

цитоплазматические агрегаты и агресомы (клетки HeLa)
ядерные спеклы в эпителиальных клетках хрусталика человека (HLE�B3)

ядерные спеклы в эпителиальных клетках хрусталика человека (HLE�B3)
ядерные агрегаты в эпителиальных клетках хрусталика человека (SRA 01/04)

тельца включения при экспрессии в бактериальных клетках
агрегаты в ЭР при экспрессии в эпителиальных клетках хрусталика человека (HLE�B3)

цитоплазматические агрегаты и агресомы (клетки HeLa)

цитоплазматические агрегаты и агресомы (клетки HeLa)

агрегаты в ядерной периферической мембране и ядре в эпителиальных клетках
хрусталика человека (HLEpiCs)

цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

цитоплазматические агрегаты в скелетных и сердечных миоцитах

цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

тельца включения (агресомы) в клетках PTK2, NIH�BT3 и CCL39
агрегаты агресомы в неонатальных кардиомиоцитах крысы
цитоплазматические агрегаты в кардиомиоцитах и клетках COS�7
цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

цитоплазматические агрегаты в кардиомиоцитах и клетках COS�7
цитоплазматические агрегаты в клетках MCF7

цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

цитоплазматические агрегаты в клетках HeLa

тельца включения при экспрессии в бактериальных клетках
цитоплазматические агрегаты в мышечных и не мышечных клетках

цитоплазматические агрегаты в клетках H9c2

цитоплазматические агрегаты в кардиомиоцитах и клетках COS�7
цитоплазматические агрегаты в клетках H9c2
цитоплазматические агрегаты в клетках MCF7



результате мутаций приводит к обнажению уже
существующих областей, склонных к агрегации,
которые в противном случае скрыты или замас�
кированы в складчатой структуре, поскольку
эти области являются важными факторами,
способствующими не только агрегации, но и не�
адекватным взаимодействиям α�кристаллина с
компонентами клетки. Таким образом, исследо�
вания, включающие экспериментальные пере�
крёстные сшивки для выявления белковых сег�
ментов, участвующих в межмолекулярных взаи�
модействиях, изучение их изменений в резуль�
тате мутаций, выявление нативных последова�
тельностей/участков интерфейсов олигомеров и
белковых фрагментов, образующихся в ходе
процесса агрегации, будут способствовать на�
шему пониманию механизма агрегации α�крис�
таллина при формировании катаракты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследования, проведённые в последние го�
ды, показали, что α�кристаллин сохраняет крис�
таллическую природу и прозрачность хрустали�
ков глаза, участвуя в упаковке βγ�кристаллинов

и предотвращая их агрегацию. На рисунке пока�
зано как посттрансляционные модификации и
мутации могут привести к развитию катаракты.
Различные возрастные модификации и мутации
α�кристаллина или нарушают структуру этих
белков, или снижают их шаперонную функцию,
что приводит к агрегации белков�мишеней, об�
разованию агрегатов (амилоиды, аморфные
структуры, включения) и изменению интеракто�
ма. Эти процессы могут протекать одновремен�
но или независимо друг от друга, приводя к ток�
сичности для клеток и развитию катаракты (ри�
сунок). Мутации в αA�кристаллине часто приво�
дят к развитию врождённых катаракт. Поскольку
экспрессия αB�кристаллина происходит повсе�
местно, мутации αB�кристаллина могут привес�
ти не только к катаракте, но к и другим заболева�
ниям, таким как миопатии. Поэтому разработка
стратегий предотвращения агрегации или обра�
зования включений из�за возрастных модифика�
ций или мутаций имеет значение для лечения и
профилактики катаракты и болезней, ассоци�
ированных с агрегацией белков. Некоторые сте�
ролы показали многообещающие эффекты в ле�
чении катаракты у экспериментальных живот�
ных [151, 152]. Интересно, что пептиды, полу�
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PROTEIN AGGREGATION AND CATARACT:
ROLE OF AGE�RELATED MODIFICATIONS

AND MUTATIONS IN αα�CRYSTALLINS*

Review

P. Budnar, R. Tangirala, R. Bakthisaran, and Ch. M. Rao**

Centre for Cellular and Molecular Biology (CCMB), Council of Scientific and Industrial Research (CSIR),
Uppal Road, Hyderabad 500007, India; e�mail: mohan@ccmb.res.in; mohan.ccmb@gmail.com

Cataract is a major cause of blindness. Due to the lack of protein turnover, lens proteins accumulate age�related and
environmental modifications that alter their native conformation, leading to the formation of aggregation�prone
intermediates, as well as insoluble and light�scattering aggregates, thus compromising lens transparency. The lens pro�
tein, α�crystallin, is a molecular chaperone that prevents protein aggregation, thereby maintaining lens transparency.
However, mutations or post�translational modifications, such as oxidation, deamidation, truncation and crosslinking,
can render α�crystallins ineffective and lead to the disease exacerbation. Here, we describe such mutations and alter�
ations, as well as their consequences. Age�related modifications in α�crystallins affect their structure, oligomeriza�
tion, and chaperone function. Mutations in α�crystallins can lead to the aggregation/intracellular inclusions attribut�
able to the perturbation of structure and oligomeric assembly and resulting in the rearrangement of aggregation�prone
regions. Such rearrangements can lead to the exposure of hitherto buried aggregation�prone regions, thereby popu�
lating aggregation�prone state(s) and facilitating amorphous/amyloid aggregation and/or inappropriate interactions
with cellular components. Investigations of the mutation�induced changes in the structure, oligomer assembly, aggre�
gation mechanisms, and interactomes of α�crystallins will be useful in fighting protein aggregation�related diseases.

Keywords: cataract, aggregation, α�crystallin
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Потеря прозрачности хрусталика глаза вследствие катаракты является основной причиной слепоты во
всем мире. В то время как агрегация кристаллинов хрусталика является самой распространенной конечной
точкой развития различных типов катаракты, шапероноподобная активность («chaperone�like activity»,
CLA) α�кристаллина, предотвращающая агрегацию белков, считается важной для поддержания прозрач�
ности хрусталика глаза. Полагают, что осмотический стресс является одним из механизмов развития диа�
бетической катаракты вследствие повышенного накопления сорбитола в условиях гипергликемии. Кроме
того, сообщалось о нарушении CLA α�кристаллина при диабетической катаракте. Однако влияние сорби�
тола на структуру и функцию α�кристаллина еще не исследовано. Поэтому в настоящем пилотном иссле�
довании мы описали влияние различных концентраций сорбитола на структуру и функцию α�кристалли�
на. Очищенный α�кристаллин, полученный из хрусталика крысы, инкубировали с различными концент�
рациями сорбитола в темноте в стерильных условиях до 5 дней. В конце инкубации оценивали структур�
ные свойства и CLA с помощью спектроскопических методов анализа. Стоит отметить, что разные концен�
трации сорбитола показали различные результаты: при низких концентрациях (5 и 50 мМ) наблюдалось
снижение CLA и незначительные изменения вторичной и третичной структуры, а при более высоких кон�
центрациях (500 мМ) таких эффектов отмечено не было. Полученные результаты проливают свет на влия�
ние сорбитола в контексте структуры и функций α�кристаллина, тем не менее необходимы дальнейшие
исследования, чтобы понять механизм наблюдаемых эффектов и их влияние на катарактогенез.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: альфа�кристаллин, катаракта, шапероноподобная активность, сорбитол, структура.
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ВВЕДЕНИЕ

Катаракта (помутнение хрусталика глаза) яв�
ляется основной причиной слепоты во всем ми�
ре [1, 2]. Несмотря на значительный прогресс,
достигнутый в области хирургии катаракты, эта
болезнь продолжает оставаться проблемой об�
щественного здравоохранения и главной причи�
ной ухудшения зрения [3]. Среди многих факто�
ров риска, ускоряющих развитие катаракты, ос�
новными остаются диабет и старение [4]. Сооб�
щалось, что степень гипергликемии и продол�
жительность диабета ассоциированы с повыше�
нием риска развития катаракты [2, 4]. В настоя�
щее время сахарный диабет – одна из самых
сложных проблем со здоровьем, с которой стал�

кивается весь мир. Сейчас около 470 млн взрос�
лых во всем мире страдают диабетом, при этом
ожидается, что к 2045 г. их число возрастет до
700 млн [5]. С ростом заболеваемости сахарным
диабетом пропорционально увеличилась и час�
тота его осложнений, в том числе диабетической
катаракты, которые вносят весомый вклад в ста�
тистику заболеваемости и смертности во всем
мире.

Кристаллины являются основными струк�
турными белками хрусталика глаза; структура
кристаллинов, их стабильность и короткодей�
ствующие взаимодействия чрезвычайно важны
для обеспечения прозрачности хрусталика [6, 7].
Примерно 90% всех растворимых белков хруста�
лика состоят из трех различных кристаллинов:
α�, β� и γ�кристаллинов [6, 8]. α�Кристаллин,
член семейства малых белков теплового шока,
составляет основную часть цитоплазмы хруста�
лика глаза и существует в виде гетероолигомера
с двумя субъединицами, αA и αB [7, 9]. Несмот�
ря на то что α�кристаллин первоначально счита�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АР – альдозоредуктаза;
КД – круговой дихроизм; ДСК – дифференциальная
сканирующая калориметрия; CLA – шапероноподобная
активность.
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ли структурным белком, подобно другим крис�
таллинам, во многих последующих исследова�
ниях сообщалось, что он также действует как
шаперон, предотвращая в различных условиях
агрегацию многочисленных белков�клиентов,
включая другие кристаллины хрусталика [7, 10].
Считается, что шапероноподобная активность
(CLA) α�кристаллина играет незаменимую роль
в поддержании прозрачности хрусталика глаза
[7, 10]. В поддержку этого предположения мож�
но привести результаты исследований, показы�
вающие, что катаракта может быть результатом
снижения CLA α�кристаллина [11–15].

С возрастом белки хрусталика, в том числе
α�кристаллин, претерпевают различные пост�
трансляционные модификации, большинство
из которых приводит к их агрегации [10, 16, 17].
Многие из этих модификаций, которые, как бы�
ло показано, зависимы от возраста, ускоряются
в условиях гипергликемии вследствие диабета.
Среди них неферментативное гликирование
считается одним из механизмов, ответственных
как за возрастную, так и за диабетическую ката�
ракту [18, 19]. Ранее мы описали влияние глики�
рования на структуру и CLA α�кристаллина и
его вклад в формирование диабетической ката�
ракты [10, 16, 20]. Окислительное повреждение,
осмотический стресс и накопление конечных
продуктов гликирования являются среди мно�
гих других основными механизмами, которые
влияют на прозрачность хрусталика, что в ко�
нечном итоге приводит к формированию ката�
ракты [21]. Аномальная или избыточная глюко�
за при диабете преобразуется в ее спиртовую
форму, сорбитол, под действием фермента аль�
дозоредуктазы (АР) в полиольном пути [22].
Поскольку сорбитол не проникает через клеточ�
ные мембраны, его накопление внутри клеток
приводит к нарушению метаболического гомео�
стаза, что приводит к изменению осмотического
давления и окислительно�восстановительного
состояния [22]. Следовательно, накопление
сорбитола связано с развитием диабетической
катаракты [22, 23]. Стоит отметить, что было по�
казано снижение CLA α�кристаллина из хруста�
ликов крысы и человека, больных диабетом;
данный факт указывает на то, что пониженная
CLA α�кристаллина может быть вовлечена в
формирование диабетических катаракт [14, 24,
25]. Хотя ранее сообщалось о влиянии различ�
ных катарактогенных повреждений, таких как
окислительный стресс, конечные продукты гли�
кирования и многие другие посттрансляцион�
ные модификации, на структуру и функцию
α�кристаллина, прямое влияние сорбитола на
α�кристаллин не изучалось. Таким образом, в
настоящем пилотном исследовании мы сообща�

ем о влиянии сорбитола на структуру и функции
α�кристаллина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Акриламид, бис�акриламид,
персульфат аммония, 2�меркаптоэтанол, SDS,
BSA и сорбитол были приобретены у компании
«Sigma�Aldrich» (США). Набор для анализа бел�
ка BCA (бицинхониновой кислоты) был приоб�
ретен в компании «Thermo Scientific» (США).
Sephacryl S�300HR, Superose�6 10/30 и маркеры
SDS/PAGE были приобретены в «GE
Healthcare» (США). Все другие используемые
химические реагенты обладали самой высокой
степенью чистоты и были получены от местных
поставщиков.

Выделение кристаллинов из хрусталиков крыс.
Двухмесячных самцов крыс линии Wistar
(WNIN) получили из вивария института, работа
с ними проводилась согласно соответствующим
правилам ухода за животными и протоколам,
одобренным Институциональным комитетом по
работе с лабораторными животными. Хрустали�
ки выделяли из глазных яблок с помощью задне�
го доступа. Из 6–8 хрусталиков готовили
10%�ный гомогенат в 0,025 М Tris�буфере, рН
8,0, содержащем 0,1 М NaCl, 0,5 мМ ЭДТА и
0,01% NaN3, и центрифугировали при 10 000 g в
течение 30 мин при 4 °C для получения суперна�
танта. Супернатант наносили на колонку для
гель�фильтрации Sephacryl S�300 HR (100 см ×
× 1,5 см), соединенную с системой очистки «Duo
Flow» («Bio�Rad Laboratories», США). Колонку
уравновешивали вышеуказанным буфером, элюи�
ровали кристаллины тем же буфером со ско�
ростью потока 0,25 мл/мин и раздельно собира�
ли фракции, соответствующие α�, βL� и γ�крис�
таллинам [16]. Объединенные фракции кристал�
линов подвергали экстенсивному диализу про�
тив 20 мМ натрий�фосфатного буфера (pH 7,4),
чистоту анализировали с помощью SDS�PAGE.
Концентрацию белка оценивали с использова�
нием BCA; образцы белка хранили при темпера�
туре −80 °C до использования.

Инкубация αα�кристаллина с сорбитолом.
Очищенный α�кристаллин (полученный, как
описано выше, из хрусталика крысы) инкубиро�
вали с различными концентрациями сорбитола
(5–500 мМ) или без него в 50 мМ натрий�фос�
фатном буфере, рН 7,4, содержащем 100 мМ
NaCl, при 37 °С в темноте в стерильных услови�
ях в течение 5 дней. По окончании инкубации
образцы тщательно диализовали против 20 мМ
натрий�фосфатного буфера (рН 7,4) и оценива�
ли содержание белка.
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Шапероноподобная активность. Шапероно�
подобную активность нативного α�кристаллина
или α�кристаллина, инкубированного с сорби�
толом, измеряли по способности этих белков
предотвращать индуцированную нагреванием
агрегацию белков�субстратов, как описано ра�
нее [14]. Вкратце, 0,25 мг/мл βL�кристаллина или
γ�кристаллина (очищенных из хрусталика кры�
сы, как описано выше) в 50 мМ натрий�фосфат�
ном буфере, рН 7,4, содержащем 100 мМ NaCl, в
отсутствие или в присутствии 0,025 мг/мл
α�кристаллина (нативного или инкубированно�
го с сорбитолом) подвергали нагреванию при
62 °С в течение 60 мин. С помощью спектрофо�
тометра «Lambda�35» («Perkin Elmer», США)
проводили контроль рассеяния света вследствие
агрегации βL�кристаллина при тепловой денату�
рации, измеряя видимое поглощение при длине
волны 360 нм в зависимости от времени. Отно�
сительную шаперонную активность нативного
α�кристаллина или α�кристаллина, инкубиро�
ванного с сорбитолом, рассчитывали как про�
цент защищенного от агрегации по формуле:
% защиты = ((Ао – А)/Ао) × 100, где Ао и А пред�
ставляют собой кажущееся поглощение насыще�
ния (обычно через 50–60 мин) в отсутствие и в
присутствии α�кристаллина соответственно.

Вторичная и третичная структура. Для оценки
вторичных и третичных структурных изменений
α�кристаллина, вызванных воздействием сор�
битола, спектры кругового дихроизма (КД) в
дальнем и ближнем УФ�диапазоне регистриро�
вали при 25 °C на спектрополяриметре «Jasco
J�810» («Jasco», Япония) [16]. Все спектры были
получены усреднением 6 измерений и зарегист�
рированы с использованием ячеек с длиной оп�
тического пути 0,1 и 0,5 см для КД дальнего и
ближнего УФ соответственно. Концентрация
белка, используемая для измерений КД в даль�
нем и ближнем УФ, составляла 0,15 и 1,0 мг/мл
соответственно. Собственную флуоресценцию
триптофана контролировали с использованием
0,15 мг/мл белка в 20 мМ натрий�фосфатном бу�
фере, рН 7,4, на спектрофлуориметре «Jasco
FP�6500» с возбуждением при 280 нм, регистри�
руя эмиссию флуоресценции в диапазоне
300–400 нм.

Гидрофобность αα�кристаллина. Для оценки
поверхностной гидрофобности α�кристаллина
(нативного или инкубированного с сорбитолом)
белок (0,1 мг/мл) инкубировали с 50 мкМ
8�анилинонафталин�1�сульфокислоты (АНС) в
течение 30 мин при комнатной температуре в
темноте; флуоресценцию связанного с белком
красителя измеряли при возбуждении на 390 нм,
а эмиссию в диапазоне 450–550 нм на спектро�
флуориметре «Jasco FP�6500» [16].

Гель�фильтрационная хроматография. Моле�
кулярную массу α�кристаллина, инкубирован�
ного с сорбитолом или без него, определяли с
использованием колонки для гель�фильтрации
«Superose�6 10/30», соединенной с системой
очистки белков «Duo Flow» («Bio�Rad
Laboratories») при скорости потока 0,5 мл/мин.

Дифференциальная сканирующая калоримет�
рия. Термическую стабильность α�кристаллина
исследовали методом дифференциальной ска�
нирующей калориметрии (ДСК) на приборе
«VP�DSC» («MicroCal LLC», США), как описа�
но ранее [26]. α�Кристаллин инкубировали с
различными концентрациями сорбитола
(5–500 мМ) или без него, как описано выше.
Образцы инкубированного белка подвергали
интенсивному диализу против 20 мМ калий�
фосфатного буфера (рН 7,4), содержащего
100 мМ хлорида калия и 1 мМ ДТТ. И диализат,
и белковые растворы перед сканированием тща�
тельно дегазировали в вакууме при комнатной
температуре. Термограммы ДСК образцов белка
(1 мг/мл) регистрировали при температуре от 10
до 100 °С при скорости сканирования 60°С/ч
[26]. Также были получены термограммы при
скорости сканирования 30 и 90 °C/ч для провер�
ки зависимости скорости сканирования от теп�
лового развертывания. Данные анализировали с
использованием программного обеспечения для
анализа ДСК «Origin 7.0 DSC», предоставленно�
го производителем.

Статистический анализ. Если не указано
иное, данные представлены как среднее значе�
ние трех экспериментов. Данные были проана�
лизированы с использованием программного
обеспечения «SPSS» версии 19.0. Для количест�
венной оценки шаперонной активности данные
представлены как среднее значение ± стандарт�
ное отклонение. Статистическую значимость
различия между контролем и кристаллином, об�
работанным сорбитолом, определяли с по�
мощью t�критерия Стьюдента. Значения, харак�
теризуемые p < 0,05, определены как значимые.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Повышенная активность АР и повышенная
выработка сорбитола вовлечены в катарактоге�
нез у людей с диабетом и экспериментальных
моделях диабета [22, 27]. Исследования in vitro и
in vivo в целом подчеркнули значение α�крис�
таллина в биологии хрусталика глаза и, в част�
ности, указали на то, что его CLA предотвраща�
ет агрегацию других белков в хрусталике и, как
следствие, образование катаракты [10]. Следует
также отметить нарушение шаперонной функ�
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ции α�кристаллина у крыс и людей, больных диа�
бетом [14, 24, 25]. Данные наблюдения предпо�
лагают наличие связи между снижением CLA
α�кристаллина и диабетической катарактой.
Кроме того, ряд исследований на эксперимен�
тальных животных показывает, что соединения,
ингибирующие АР, могут быть эффективны для
предотвращения диабетических осложнений,
включая диабетическую катаракту [28–30]. Сле�
дует отметить, что исследований, в которых изу�
чалось бы прямое влияние сорбитола на α�крис�
таллин, пока не опубликовано. Поэтому в нас�
тоящей работе мы изучили прямое влияние сор�
битола на CLA α�кристаллина и связанные с
этим структурные изменения при инкубации с
сорбитолом.

Влияние шапероноподобной активности
α�кристаллина, инкубированного с сорбитолом
в течение 5 дней, на индуцированную нагрева�

нием агрегацию βL�кристаллина зависело от
концентрации сорбитола и оценивалось в срав�
нении с немодифицированным α�кристалли�
ном (рис. 1). α�Кристаллин, инкубированный с
сорбитолом в концентрации 5 и 50 мМ, показал
снижение CLA, в то время как α�кристаллин,
инкубированный с 500 мМ сорбитола, показал
такое же или немного более высокое значение
CLA по сравнению с α�кристаллином, инкуби�
рованным без сорбитола в тех же условиях. Та�
ким образом, оказалось, что влияние сорбитола
на активность шаперона может варьировать в
зависимости от концентрации, что, вероятно,
связано с тонкими структурными изменениями
в белке�шапероне, о чем свидетельствуют наб�
людаемые изменения вторичной и третичной
структуры. Аналогичные результаты мы наблю�
дали при агрегации γ�кристаллина под воздей�
ствием тепла (данные не показаны).

Рис. 1. Шапероноподобная активность α�кристаллина. Индуцированную нагреванием агрегацию βL�кристаллина при
62 °С контролировали спектрофотометрически при 360 нм в отсутствие (1) или в присутствии 0,05 мг/мл нативного
α�кристаллина (2) или α�кристаллина, инкубированного с 5 мМ (3), 50 мМ (4) и 500 мМ сорбитола (5). Врезка: относи�
тельная шаперонная активность α�кристаллина. Относительную шаперонную активность (процент защиты) определяли,
принимая за 100% агрегацию βL�кристаллинов в отсутствие α�кристаллинов. Столбцы: 1) нативный α�кристаллин,
2) α�кристаллин, инкубированный с 5 мМ сорбитола, 3) α�кристаллин, инкубированный с 50 мМ сорбитола, 4) α�крис�
таллин, инкубированный с 500 мМ сорбитола. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение
(n = 3). Звездочка над столбцами указывает на достоверное различие (p < 0,05) по сравнению с нативным α�кристаллином
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Чтобы получить представление о влиянии
разных концентраций сорбитола на CLA
α�кристаллина мы оценили, есть ли какие�либо
изменения во вторичной и третичной структуре,
используя КД и флуоресцентную спектроско�
пию. Как сообщалось ранее [14, 16], нативный
α�кристаллин имел типичную структуру β�листа
с максимальной отрицательной эллиптич�
ностью в диапазоне 215–218 нм (рис. 2). Следу�
ет отметить, что α�кристаллин, инкубирован�
ный с сорбитолом, демонстрировал изменения
во вторичной структуре, такие как увеличение
отрицательной эллиптичности при 215–218 нм
и усиление положительного сигнала около
200 нм; при этом максимальные изменения бы�
ли зарегистрированы при концентрации 5 мМ,
меньшие – при 50 мМ, и минимальные измене�
ния или их отсутствие наблюдались для образ�
цов, инкубированных с 500 мМ сорбитола
(рис. 2). Эти изменения вторичной структуры
отражаются в уменьшении CLA α�кристаллина
при более низкой концентрации сорбитола в от�
личие от более высокой концентрации.

Такие изменения были характерны и для
третичной структуры, анализируемой с по�
мощью КД в диапазоне 250–300 нм; самые серь�
езные изменения происходили при концентра�

ции 5 мМ, затем – при 50 мМ, а минимальные
изменения наблюдались при концентрации сор�
битола 500 мМ (рис. 3). Самые значительные из�
менения в третичной структуре были отмечены
в ароматической области, что свидетельствует о
конформационных изменениях на третичном
структурном уровне за счет участия ароматичес�
ких остатков. Аналогичный характер изменения
флуоресценции триптофана при разных концен�
трациях сорбитола (рис. 4) дополнительно подт�
верждает характер изменений в третичной
структуре после воздействия сорбитола.

В дополнение к другим определяющим фак�
торам, CLA α�кристаллина в подавлении агрега�
ции белков�клиентов, как полагают, опосредует�
ся взаимодействием между гидрофобными
участками на его поверхности и экспонирован�
ными гидрофобными участками частично раз�
вернутого белка�субстрата [7, 31, 32]. Поэтому
мы также оценили гидрофобность α�кристалли�
на с точки зрения его связывания с АНС, гидро�
фобным зондом. Интенсивность флуоресценции
АНС, связанного с α�кристаллином, была почти
одинаковой для нативного белка и белка, инку�
бированного с 5–500 мМ сорбитола (данные не
представлены). Эти наблюдения свидетельствуют
о том, что сорбитол не влияет на гидрофобную

Рис. 2. Вторичная структура α�кристаллина, полученная с помощью кругового дихроизма в дальнем УФ. Кривые: 1 – на�
тивный α�кристаллин; 2–4 – α�кристаллин, инкубированный с 5, 50 и 500 мМ сорбитолом соответственно. Данные
представлены как среднее значение трех измерений
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Рис. 3. Третичная структура α�кристаллина, полученная с помощью кругового дихроизма в ближнем УФ. Кривые: 1 – на�
тивный α�кристаллин; 2–4 – α�кристаллин, инкубированный с 5, 50 и 500 мМ сорбитола соответственно. Данные пред�
ставлены как среднее значение трех измерений

Рис. 4. Спектры флуоресценции триптофана в α�кристаллине. Кривые: 1 – нативный α�кристаллин; 2–4 – α�кристаллин,
инкубированный с 5, 50 и 500 мМ сорбитолом соответственно. Данные представлены как среднее значение трех измерений
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поверхность α�кристаллина ни при более низ�
ких, ни при более высоких концентрациях. Пос�
кольку сообщалось, что размер олигомеров
α�кристаллина влияет на его CLA [7, 16, 20], мы
также определили молекулярную массу (размер
олигомеров) α�кристаллина методом эксклюзи�
онной хроматографии. Инкубация α�кристалли�
на с сорбитолом (5–500 мМ) не приводила к из�
менению размера его олигомеров (рис. 5).

Стабильность α�кристаллина также имеет
решающее значение для его CLA при исследова�
нии агрегации. При использовании ДСК мы
анализировали термостабильность α�кристал�
лина, инкубированного с сорбитолом. Анализ
термограмм ДСК показал лишь незначительные
изменения термостабильности α�кристаллина,
инкубированного с различными концентрация�
ми (5–500 мМ) сорбитола. Несмотря на то что
для образцов, инкубированных с низкими кон�
центрациями сорбитола, не наблюдалось значи�
тельных изменений термодинамических пара�
метров, для образца, инкубированного с
500 мМ, все же наблюдалось небольшое увели�
чение Tm (∼1 °C) и примерно 10%�ное увеличе�
ние энтальпии и энтропии перехода (рис. 6 и
таблица). Кроме того, не наблюдалось сущест�
венных различий при проведении ДСК при 30 и

90 °C/ч, что указывает на то, что результаты не
зависели от скорости сканирования (данные не
показаны).

В совокупности эти результаты указывают на
то, что α�кристаллин, инкубированный с раз�
личными концентрациями сорбитола, демон�
стрировал едва различимые друг от друга, но
все�таки разные результаты. В частности, инку�
бация с более низкими концентрациями (5 и
50 мМ) сорбитола приводила к потере CLA и из�
менениям вторичной и третичной структур.
Напротив, не наблюдалось существенного влия�
ния ни на CLA, ни на структуру, ни на стабиль�
ность образцов, инкубированных с более высо�
кими концентрациями (500 мМ) сорбитола.
Скорее наблюдался мягкий стабилизирующий
эффект при концентрации сорбитола 500 мМ в
отношении термического разворачивания. Сле�
дует отметить, что в то время как концентрация
сорбитола в хрусталике глаза крыс с нормогли�
кемией находится в диапазоне 0,1–0,2 мМ, у
крыс с диабетом его уровень может повышаться
до 0,5–10 мМ в зависимости от степени гипер�
гликемии [29, 33, 34]. Следовательно, эффекты,
наблюдаемые при 5 или 50 мМ сорбитола в нас�
тоящем исследовании, могут быть связаны с ги�
пергликемическими состояниями в хрусталике

Рис. 5. Молекулярная масса α�кристаллина. Время удерживания при ВЭЖХ нативного (1) или α�кристаллина, инкуби�
рованного с 5 (2) и 500 мМ сорбитола (3)
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диабетических крыс, тогда как супрафизиологи�
ческая концентрация 500 мМ связана с концен�
трациями типичных осмолитов (0,5–1,0 М), ис�
пользуемых в качестве агентов, стабилизирую�
щих белок, или в качестве консервирующих
агентов.

Известно, что низкомолекулярные осмоли�
ты, в том числе сахарные спирты, такие как сор�
битол, стабилизируют трехмерную структуру
многих белков в нестабильных или жестких ус�
ловиях за счет изменения структуры белка и
движения молекул воды, что приводит к боль�
шей стабильности [35, 36]. Помимо применения
в промышленности и фармацевтике, осмолиты
накапливаются in vivo в условиях стресса и влия�
ют на стабильность белков в живых клетках [37].
Осмолиты контролируют стабильность белка,
влияя на стерические, ван�дер�ваальсовые, гид�
рофобные и электростатические взаимодей�
ствия белка с самим собой и со всеми компо�
нентами раствора [38]. Напротив, накопление
сорбитола в хрусталике глаза связано с развити�
ем катаракты, которая является преимуще�
ственно нарушением агрегации белков. Было
показано, что гипергликемия, вызванная хро�
ническим неконтролируемым диабетом, усугуб�

ляет диабетические осложнения, включая диа�
бетическую катаракту, которая, как полагают, в
основном связана с осмотическим стрессом (на�
копление сорбитола внутри клеток) через поли�
оловый путь и связанный с ним окислительный

Рис. 6. Влияние обработки сорбитолом на термостабильность α�кристаллина. Дифференциальная сканирующая калори�
метрическая термограмма нативного α�кристаллина (1) и после воздействия 500 мМ сорбитола (2)

Термодинамические параметры, полученные при исследо�
вании α�кристаллина методом ДСК до и после инкубации
с сорбитолом

Образец

α�кристаллин

α�кристаллин,
инкубированный 
с 5 мМ сорбитолом

α�кристаллин,
инкубированный 
с 50 мМ сорбитолом

α�кристаллин,
инкубированный 
с 500 мМ сорбитолом

Tm

(°C)

57,9

58,2

58,4

58,7

ΔHt

(ккал/моль)

55,2 ± 0,1

58,5 ± 0,2

60,1 ± 0,3

61,3 ± 0,2

ΔSt

(кал/моль/К)

167 ± 1,8

174 ± 1,8

180 ± 2,1

185 ± 2,2

Примечание. Данные представлены как среднее значе�
ние ± стандартное отклонение (n = 3).
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стресс [39, 40]. В дополнение к полиоловому пу�
ти и связанному с ним окислительному стрессу
преобладающим биохимическим механизмом,
приписываемым диабетической катаракте, яв�
ляется неферментативное гликирование. Ис�
следования, проведенные в нашей и других ла�
бораториях, показали, что неферментативное
гликирование α�кристаллина in vitro приводит к
снижению CLA [16, 20, 41, 42]. Также было по�
казано, что окислительный стресс приводит к
снижению CLA α�кристаллина [41, 43, 44]. Од�
нако исследований, в которых изучалось прямое
влияние сорбитола на α�кристаллин, до сих пор
не проводилось.

Количество сорбитола, накапливающегося в
диабетическом хрусталике глаза, в частности,
крысы, не превышает 5–10 мМ, что значитель�
но ниже концентраций (100–1000 мМ) осмоли�
тов, используемых в качестве стабилизаторов
белка. Поэтому в этом исследовании мы изуча�
ли влияние различных концентраций сорбитола
(0,5–500 мМ) на α�кристаллин. Интересно, что
лишь при относительно низких концентрациях
(5 и 50 мМ) сорбитола наблюдалось снижение
CLA по сравнению с более высокими (500 мМ)
концентрациями. Фактически в концентраци�
ях, которые обычно используются для стабили�
зации белка или в качестве консерванта, сорби�
тол не влиял на CLA α�кристаллина. Одновре�
менно со снижением CLA наблюдались незна�
чительные, но воспроизводимые изменения
вторичной и третичной структуры после инку�
бации с 5 мМ и 50 мМ сорбитола, тогда как пос�
ле инкубации с 500 мМ сорбитола изменения во
вторичной и третичной структуре отсутствовали
или были минимальны. Кроме того, ни при ка�
ких концентрациях сорбитола (5–500 мМ) за�
метных различий в молекулярной массе, разме�
ре олигомеров и стабильности α�кристаллина
продемонстрировано не было.

Хотя известно, что осмолиты стабилизируют
нативную конформацию глобулярных белков,
их влияние на стабильность и агрегацию внут�
ренне неупорядоченных белков находится в ста�
дии тщательного изучения [45, 46]. Стабилизи�
рующий эффект осмолитов на белки при высо�
ких концентрациях объясняется гидратацией
(исключением осмолита из белка), как правило,
без изменения структуры нативного белка или в
пользу естественно неупорядоченной структуры
по сравнению с нативной структурой, в то время
как при более низких концентрациях предпоч�
тительными могут быть взаимодействия с бел�
ками, приводящие к изменению структурных и
функциональных свойств [36]. Тем не менее
действие осмолита может быть реализовано
только в присутствии самого осмолита. Поэтому

мы также исследовали структурно�функцио�
нальные свойства α�кристаллина в прямом при�
сутствии различных концентраций сорбитола
(без диализа), но результаты были практически
аналогичны результатам, полученным после
удаления сорбитола с помощью диализа. Это
очень интригующе, потому что теоретически
после диализа эффекты низких и высоких кон�
центраций сорбитола не должны различаться.
Однако даже после анализа данных, получен�
ных в настоящем исследовании, не ясно, каким
образом более низкие концентрации сорбитола
оказывают некоторое влияние на α�кристаллин,
а высокие концентрации сорбитола – не оказы�
вают даже после диализа. Поэтому необходимы
дополнительные углубленные исследования для
определения вероятного механизма наблюдае�
мых эффектов.

Что еще более важно, необходимо изучить
влияние осмолитов, включая сорбитол, на агре�
гацию β� и γ�кристаллинов, которые использу�
ются не только в качестве белков�субстратов
при исследовании CLA, но также являются ос�
новными мишенями защитного действия
α�кристаллина в хрусталике. В этом контексте
следует отметить, что индуцированная теплом и
УФ�излучением агрегация растворимой фрак�
ции (всех трех основных кристаллинов) из хрус�
талика глаза крысы со спонтанным ожирением
была выше по сравнению с их стройными со�
братьями [47], что было в основном связано с ги�
пераккумуляцией сорбитола в хрусталике глаза у
крыс с ожирением по сравнению с контрольной
группой, состоящей из худых особей [33]. Одна�
ко мало что известно о влиянии сорбитола на
кристаллины в отдельности, исследования в
этом направлении ведутся в настоящее время.
Несмотря на обширные исследования касатель�
но вклада сорбитола в развитие диабетической
катаракты, не было предпринято никаких по�
пыток проанализировать влияние сорбитола на
структурные и функциональные аспекты крис�
таллинов. Предварительные результаты, пред�
ставленные в настоящем исследовании, позво�
ляют с большой долей уверенности предполо�
жить, что хроническое воздействие сорбитола
на белки хрусталика, включая α�кристаллин,
при диабете делает их более восприимчивыми к
агрегации и снижению CLA, тем самым пред�
располагая хрусталик к образованию катаракты
наряду с осмотическим стрессом.
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EFFECT OF SORBITOL ON ALPHA�CRYSTALLIN
STRUCTURE AND FUNCTION
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Loss of eye lens transparency due to cataract is the leading cause of blindness all over the world. While aggregation of
lens crystallins is the most common endpoint in various types of cataracts, chaperone�like activity (CLA) of α�crys�
tallin preventing protein aggregation is considered to be important for maintaining the eye lens transparency. Osmotic
stress due to increased accumulation of sorbitol under hyperglycemic conditions is believed to be one of the mecha�
nisms for diabetic cataract. In addition, compromised CLA of α�crystallin in diabetic cataract has been reported.
However, the effect of sorbitol on the structure and function of α�crystallin has not been elucidated yet. Hence, in the
present exploratory study, we described the effect of varying concentrations of sorbitol on the structure and function
of α�crystallin. Alpha�crystallin purified from the rat lens was incubated with varying concentrations of sorbitol in the
dark under sterile conditions for up to 5 days. At the end of incubation, structural properties and CLA were evaluat�
ed by spectroscopic methods. Interestingly, different concentrations of sorbitol showed contrasting results: at lower
concentrations (5 and 50 mM) there was a decrease in CLA and subtle alterations in secondary and tertiary structure
but not at higher concentrations (500 mM). Though, these results shed a light on the effect of sorbitol on α�crystallin
structure–function, further studies are required to understand the mechanism of the observed effects and their impli�
cation to cataractogenesis.

Keywords: alpha�crystallin, cataract, chaperone�like activity, sorbitol, structure
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Нейропептид галанин и его N�концевые фрагменты снижают образование активных форм кислорода и нор�
мализуют метаболическое и антиоксидантное состояния миокарда при экспериментальной кардиомиопа�
тии и ишемическом/реперфузионном повреждении. Целью настоящего исследования было выяснение влия�
ния фармакологического агониста WTLNSAGYLLGPβAH�OH (G) рецептора галанина GalR2 на повреж�
дение сердца, вызванные введением стрептозотоцина (STZ) крысам. Пептид G получали твердофазным
пептидным синтезом с использованием Fmoc�стратегии и очищали препаративной ВЭЖХ. Его структура
была определена с помощью 1H�ЯМР�спектроскопии и MALDI�TOF�масс�спектрометрии. Животные бы�
ли рандомизированы в пять групп: К – контроль; S, SG10 и SG50, которым вводили STZ,
STZ + G (10 нмоль/кг/сут.) и STZ + G (50 нмоль/кг/сут.); и G – здоровые животные, получав�
шие G (50 нмоль/кг/сут.) Введение G предотвращало гипергликемию у крыс группы SG50. К окончанию
эксперимента содержание АТP, общего фонда адениннуклеотидов, фосфокреатина и отношение PCr/ATP в
миокарде животных группы SG50 было достоверно выше этих показателей в группе S. Одновременно в
группах SG50 и SG10 содержание лактата и отношение лактат/пируват в миокарде крыс было снижено, а
глюкозы – увеличено по сравнению с этими показателями в группе S. Обе дозы G снижали повышенную
активность креатинкиназы�МВ и лактатдегидрогеназы и уменьшали концентрацию тиобарбитуратных кис�
лотно�активных продуктов в плазме крови крыс, получавших STZ, до значений не отличающихся от конт�
роля. Полученные результаты свидетельствуют о том, что G обладает кардиопротекторными свойствами
при сахарном диабете 1�го типа. Обсуждены возможные механизмы действия пептида G при STZ�индуци�
рованном диабете.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: галанин, сердце, стрептозотоцин, метаболизм миокарда, перекисное окисление
липидов, мембраны кардиомиоцитов.
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет (СД) 1�го типа – хроничес�
кое аутоиммунное заболевание, связанное с из�
бирательной деструкцией инсулин�продуцирую�
щих β�клеток поджелудочной железы. Дисфунк�

ция и потеря β�клеток приводят к дефициту ин�
сулина и гипергликемии. Несмотря на примене�
ние препаратов, снижающих сахар, СД и сопут�
ствующие осложнения остаются серьёзной
проблемой здравоохранения во всём мире [1].
СД, вызванный стрептозотоцином (STZ), явля�
ется общепризнанной экспериментальной мо�
делью, которая используется для изучения но�
вых терапевтических методов [2]. Одной из осо�
бенностей STZ является то, что это соединение
может быть токсичным для других органов,
включая сердце. Результаты исследования диа�
бета у пациентов и на лабораторных животных
свидетельствуют о том, что нарушения энерге�
тического обмена в кардиомиоцитах способ�
ствуют развитию дисфункции сердца [3, 4].
Окислительный стресс также участвует в патоге�
незе СД. Увеличение образования активных
форм кислорода (АФК) при СД обусловлено ау�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; ПОЛ – перекисное окисление липидов; СД –
сахарный диабет; βAH�OH – карнозин; СК�МВ – креа�
тинкиназа�МВ; Сr – креатин; GLUT4 – переносчик глю�
козы 4; LDH – лактатдегидрогеназа; STZ – стрептозото�
цин; PCr – фосфокреатин; TBARS – тиобарбитуратные
кислотно�активные продукты (2�tiobarbituric acid reacting
substances); WTLNSAGYLL�NH2 – N�концевой фрагмент
галанина (2–11); WTLNSAGYLLGPHA�ОН – N�концевой
фрагмент галанина (2–15); WTLNSAGYLLGPβAH�OH
(G) – модифицированный аналог галанина (2–15); ΣAN –
общий фонд адениннуклеотидов (ATP + ADP + AMP);
ΣCr – общий креатин (PCr + Cr).

* Адресат для корреспонденции.

EDN: RDVZLH
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тоокислением глюкозы, неферментативным
гликированием белков и последующей окисли�
тельной деградацией гликозилированных бел�
ков [5]. Избыточное образование АФК, пере�
кисное окисление липидов мембран и недоста�
точная антиоксидантная защита хорошо доку�
ментированы у пациентов с диабетом и в экспе�
рименте [6]. В связи с этим стратегии, улучшаю�
щие образование энергии в митохондриях серд�
ца и снижающие окислительный стресс, могут
быть перспективными для защиты миокарда от
повреждающего действия СД.

Нейропептид галанин, состоящий из 29 а.о.
(30 а.о. – у человека), широко распространён в
центральной и периферической нервных систе�
мах и экспрессируется в различных тканях и ор�
ганах [7]. Галанин проявляет свою биоактивность
через три различных рецептора, связанных с G�
белками, GalR1, GalR2 и GalR3, все они находят�
ся в сердце. Ранее мы показали, что экзогенный
галанин и его N�концевые фрагменты ослабляют
повреждение сердца при доксорубицин�индуци�
рованной кардиомиопатии и ишемическом/ре�
перфузионном стрессе. В частности, N�концевые
фрагменты галанина (2–11) и (2–15),
WTLNSAGYLL�NH2 и WTLNSAGYLLGPHA�OH
соответственно, обладающие высоким срод�
ством к подтипу рецептора GalR2, повышают
жизнеспособность клеток, ингибируют апоптоз
и образование супероксида и пероксида водоро�
да в митохондриях кардиомиобластов крыс ли�
нии H9c2 при гипоксии/реоксигенации [8, 9].
Внутривенное введение этих пептидов крысам
после регионарной ишемии миокарда уменьша�
ет размер инфаркта и активность маркёров нек�
роза в плазме крови при реперфузии [10]. Эти
эффекты сопровождаются снижением образо�
вания аддуктов гидроксильных радикалов в ин�
терстиции зоны риска при реперфузии и мень�
шим образованием продуктов перекисного
окисления липидов (ПОЛ) в реперфузирован�
ном миокарде [11]. Химически модифициро�
ванный аналог N�концевого фрагмента галани�
на (2–15) – химерный агонист рецептора GalR2
WTLNSAGYLLGPβAH�OH (G) – также умень�
шает дисфункцию левого желудочка и улучшает
энергетическое состояние и функции митохон�
дрий в сердце крыс с доксорубициновой кардио�
миопатией [12]. Кроме того, введение G предот�
вращает ПОЛ в повреждённом сердце за счёт
повышения активности Cu,Zn�супероксиддис�
мутазы (Cu,Zn�СОД) и глутатионпероксида�
зы (GSH�Px) [13].

Известно, что галанин играет важную роль в
поддержании чувствительности к инсулину и
ингибировании секреции инсулина для умень�
шения гиперинсулинемии при СД 2�го ти�

па [14]. Предполагается, что этот эндогенный
пептид может регулировать чувствительность к
инсулину, увеличивая экспрессию переносчика
глюкозы 4 (GLUT4) и способствуя транслока�
ции GLUT4 к плазматической мембране кардио�
миоцитов для увеличения поглощения глюко�
зы [15]. Животные с нарушением метаболизма
галанина особенно склонны к развитию СД 2�го
типа, сопровождающегося инсулинорезистент�
ностью [16]. Хотя эти экспериментальные фак�
ты указывают на терапевтический потенциал га�
ланина при СД, влияние его экзогенных N�кон�
цевых фрагментов при этой патологии остаётся
неизученным. Целью данной работы было изу�
чение эффективности пептида G, представляю�
щего последовательность галанина (2–13), до�
полненную дипептидом карнозин (βAH�OH),
для снижения метаболических нарушений мио�
карда на модели STZ�диабета у крыс. Мы сосре�
доточились на влиянии этого пептида на уро�
вень глюкозы в крови и ткани сердца, показате�
лях энергетического состояния миокарда и пов�
реждениях мембран кардиомиоцитов. Наши ре�
зультаты показывают, что введение G может
значительно уменьшать развитие метаболичес�
ких нарушений и повреждений мембран кардио�
миоцитов, вызванных STZ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Модифицированный фрагмент галанина G.
Пептид G WTLNSAGYLLGPβAH�OH был по�
лучен путём ступенчатого твердофазного синте�
за с использованием Fmoc�методологии [17]. Он
был очищен методом высокоэффективной жид�
костной хроматографии (ВЭЖХ) на обращён�
ной фазе, его структура охарактеризована с по�
мощью 1Н�ЯМР�спектроскопии и времяпролёт�
ной масс�спектрометрии с матрично�ассоции�
рованной лазерной десорбцией/ионизаци�
ей (MALDI�TOFF). Характеристика G пред�
ставлена в табл. 1.

Животные. В работе использовали крыс�сам�
цов линии Вистар массой 290–310 г. Крыс содер�
жали в индивидуальных клетках при температу�
ре 20–25 °С с естественным циклом свет�темно�
та; они имели свободный доступ к стандартному
гранулированному корму («Aller Petfood»,
Санкт�Петербург, Россия) и воде.

Дизайн исследования. Перед исследованием
всех крыс взвешивали и после 24�часового голо�
дания у пяти животных брали кровь из хвосто�
вой вены для определения исходной концентра�
ции глюкозы, активности креатинкиназы�
МВ (СК�МВ), лактатдегидрогеназы (LDH) и
тиобарбитуратных кислотно�активных продук�
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тов (ТBARS) в плазме. У пяти крыс, анестезиро�
ванных 2,2,2�трибромэтанолом (авертин,
1 мг/кг внутрибрюшинно (в/б); «Acros Organic»,
Бельгия), извлекали сердце и замораживали в
жидком азоте с помощью зажима Волленбергера
для оценки содержания метаболитов в миокар�
де (исходное состояние). Остальные крысы бы�
ли рандомизированы в пять групп по 10 крыс в
каждой: контрольная (К), STZ (S), STZ + G10
(SG10), STZ + G50 (SG50) и галаниновая (G).
Крысы получали одну в/б инъекцию STZ
(«Sigma�Aldrich», США) в дозе 35 мг/кг. STZ
растворяли в 0,1 М цитратном буфере (рН 4,5)
перед использованием. Умеренная доза STZ бы�
ла выбрана для того, чтобы исключить гибель
животных и ежедневные инъекции инсули�
на [18]. Животным контрольной группы (К) в
первый день вводили в/б такой же объём 0,1 М
цитратного буфера (рН 4,5), а в последующие
дни в течение 4 недель в/б вводили физиологи�
ческий раствор. Животные группы SG10 полу�
чали одну в/б инъекцию SТZ (35 мг/кг) и в/б
инъекции G в дозе 10 нмоль/кг/сут. в течение
4 недель. Животные группы SG50 получали од�
ну в/б инъекцию SТZ (35 мг/кг) и в/б инъек�
ции G в дозе 50 нмоль/кг/сут. в течение 4 недель.
Первую инъекцию G делали через 2 ч после вве�
дения STZ. Животным группы галанина (G)
ежедневно вводили в/б G в дозе 50 нмоль/кг/сут.
в течение 4 недель. Пептид G растворяли в фи�
зиологическом растворе непосредственно перед
использованием. Дозы G были выбраны на ос�
новании доступных в литературе данных [15] и
собственных пилотных исследований. У крыс
всех групп еженедельно определяли массу тела и
концентрацию глюкозы в крови после 24�часо�
вого голодания. После 4�недельного исследова�
ния у всех животных забирали кровь из хвосто�

вой вены для определения активности СК�МВ,
LDH и содержания TBARS в плазме. У пяти
крыс каждой группы, наркотизированных 2,2,2�
трибромэтанолом (1 мг/кг в/б, «Acros Organic»),
извлекали сердце и замораживали в жидком азо�
те с помощью зажима Волленбергера для анали�
за метаболитов.

Обработка ткани миокарда и анализ метаболи�
тов. Замороженные сердца гомогенизировали в
охлаждённой 6%�ной HClO4 (1/10, w/v) с ис�
пользованием гомогенизатора Ultra�Turrax T�25
(«Janke & Kunkel IKA�labortechnik», Германия).
Гомогенаты центрифугировали при 2000 g в те�
чение 20 мин при 4 °С на центрифуге Sorvall RT1
(«Thermo Scientific», США). Супернатанты
нейтрализовали раствором 5 М K2CO3 до pH 7,4;
после охлаждения экстракты центрифугировали
для удаления осадка KClO4. Массу сухой ткани
определяли путём взвешивания тканевого осад�
ка после экстракции 6%�ной HClO4 и сушки в
течение ночи при 110 °С. Концентрации АТP,
АDP, АMP, фосфокреатина (PCr), креатина (Cr),
лактата, пирувата и глюкозы в нейтрализован�
ных безбелковых тканевых экстрактах опреде�
ляли модифицированными ферментативными
методами на спектрофотометре UV�1800
(«Shimadzu», Япония) [19]. Концентрацию глю�
козы в крови натощак измеряли глюкометром
Accu�Check Instant («Boehringer Mannheim»,
Германия). Набор «TBARS Assay Kit» («Cayman
Chemicals», США) использовали для спектро�
фотометрического измерения продуктов ПОЛ
TBARS в плазме крови.

Оценка повреждения клеточных мембран.
Плазму образцов крови, собранных в исходном
состоянии и в конце эксперимента, получали
центрифугированием при 4 °С и 1500 g в течение
10 мин в гепаринизированных пробирках и да�
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Таблица 1. Характеристика пептида G

ВЭЖХ **
Последовательность

WTLNSAGYLLGP�βAH�OH

Мол. масса,
г/моль

1499,67

MALDI�TOF, m/z

1499,76 [М + H]+, 
1521,73 [М + Na]+

1537,72 [M + K]+

Растворимость
в воде, мг/мл

> 20

Rt, мин

14,66

Чистота, %

98,2 

Примечание. Замена аминокислот показана жирным шрифтом. Rt – время удерживания.
* Выход пептида приведён в расчёте на стартовую аминокислоту, присоединённую к полимерному носителю.
** Аналитическую ВЭЖХ проводили на хроматографе Knauer («Wissenschaftlich�Technische Werkstatten GmbH», Германия)
на колонке (4,6 × 250 мм) Kromasil 100�5 C18 («AkzoNobel», Швеция), размер частиц сорбента – 5 мкм, размер пор – 100 Å.
В качестве элюентов использовали: буфер А – 0,1%�ная трифторуксусная кислота, буфер Б – 80% ацетонитрила в буфе�
ре А, элюцию проводили со скоростью 1 мл/мин в градиенте концентрации буфера Б в буфере А от 20 до 80% за 30 мин,
детекцию осуществляли при 220 нм.

Выход*,
%

46,3
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лее хранили при –80 °С. Активность LDH в плаз�
ме определяли ферментативно с пируватом в ка�
честве субстрата на спектрофотометре Shimadzu
UV�1800 при λ = 340 нм [20]. Активность CK�MB
в плазме оценивали методом иммуноингибиро�
вания с использованием стандартных наборов
«Creatine kinase�MB» («BioSystems S.A.», Испа�
ния).

Статистическая обработка данных. Исполь�
зован пакет программ SigmaPlot 11.2 («SysStat»,
США). Данные представлены в виде среднего
значения ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM). При сравнении нескольких групп с
контролем использовали t�критерий Стьюдента
с поправкой Бонферрони. Статистически зна�
чимыми отличия считали при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Масса тела крыс и уровень глюкозы в крови.
Достоверных различий в исходной массе тела
животных между группами не было (табл. 2).
В контроле наблюдалось прогрессирующее уве�
личение массы тела в течение периода наблю�
дения. Напротив, у животных группы S отмече�
но выраженное нарушение прироста массы на
протяжении всего исследования. В конце экс�
перимента средняя масса тела в этой группе бы�
ла на 20% ниже, чем у животных контрольной
группы (р < 0,001). Совместное введение STZ

и G в дозе 10 или 50 нмоль/кг/сут. в течение
4 недель достоверно увеличивало прирост мас�
сы тела по сравнению с диабетической груп�
пой S к концу эксперимента. При этом досто�
верных различий между группой SG50 и кон�
тролем после 4�недельного эксперимента не
наблюдалось. На протяжении всего периода
наблюдения прирост массы тела здоровых
крыс, получавших G в дозе 50 нмоль/кг/сут. в
течение 4 недель, был таким же, как и у кон�
трольных животных.

Введение STZ значительно повышало уро�
вень глюкозы в крови, отобранной натощак, по
сравнению с этим показателем в контрольной
группе в течение всего эксперимента (табл. 2).
После 4�недельного исследования концентра�
ция глюкозы в крови у животных группы S со�
ставила 12,9 ± 2,6 мМ по сравнению с исходным
уровнем 5,3 ± 0,2 мМ (р < 0,001). Совместное
введение STZ и обеих доз пептида G заметно
снижало уровень глюкозы в крови по сравне�
нию с группой S. Разница в концентрации глю�
козы в крови между группами S и SG50 была
статистически значимой с первой недели иссле�
дования. К концу 4 недели концентрация глю�
козы в крови в группе SG50 была в 1,8 раза ни�
же, чем в группе S (р < 0,05), и достоверно не от�
личалась от значения в контроле. Достоверных
различий в уровне глюкозы в группе G по срав�
нению с контролем в ходе всего эксперимента
не наблюдалось.

Таблица 2. Изменения массы тела крыс и концентрации глюкозы в крови в исследуемых группах в течение 4�недельного
эксперимента

Четвёртая неделя

397,6 ± 5,1#

323,1 ± 11,2*,#

355,6 ± 8,0#,+

370,6 ± 12,3#,+

411,5 ± 7,4#,+

6,7 ± 0,5

12,9 ± 2,6*,#

8,0 ± 0,6#

7,3 ± 0,5#,+

6,9 ± 0,6

Первая неделя

318,6 ± 6,0#

295,6 ± 6,4*

293,2 ± 5,2*

305,6 ± 8,3

325,3 ± 5,6#,+

6,8 ± 0,7

11,6 ± 1,8*,#

8,4 ± 0,9#

7,6 ± 0,2#,+

6,4 ± 0,4

Исходное состояние

299,0 ± 4,9

294,8 ± 6,5

298,4 ± 4,3

299,0 ± 4,0

302,2 ± 3,8

5,6 ± 0,3

5,3 ± 0,2

4,9 ± 0,9

4,9 ± 0,6

5,7 ± 0,6

Группа

К

S

SG10

SG50

G

K

S

SG10

SG50

G

Масса тела, г

Концентрация глюкозы, мМ

Примечание. Данные представлены как M ± SEM для групп из 10 животных. Достоверное отличие р < 0,05 от: * (контро�
ля), # (исходного состояния), + (группы S).
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Маркёры окислительного стресса и поврежде�
ния мембран. Измерение в плазме TBARS (низ�
комолекулярных конечных продуктов окисли�
тельного повреждения) является удобной оцен�

кой интенсивности ПОЛ при STZ�индуциро�
ванном диабете [21]. Через 4 недели исследова�
ния концентрация TBARS в плазме крови крыс
контрольной группы не изменялась по сравне�
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Рис. 1. Влияние пептида G на содержание тиобарбитуратных кислотно�активных продуктов (TBARS) (а) и активнос�
ти СК�MB (б) и LDH (в) в плазме крови крыс после 4�недельного эксперимента. ИС – исходное состояние, К – контроль,
S – STZ, SG10 – STZ + G (10 нмоль/кг/cут.), SG50 – STZ + G (50 нмоль/кг/cут.), G – пептид G в дозе 50 нмоль/кг/cут.
Данные представлены как M ± SEM для групп из 5 животных. Достоверное отличие (p < 0,05) от: * К, # S, ^ ИС
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нию с исходным значением (рис. 1, а). Напро�
тив, у крыс группы S этот показатель увеличил�
ся более чем в 2 раза, что свидетельствовало об
активации ПОЛ. STZ�индуцированное увеличе�
ние образования TBARS снижалось под воздей�
ствием пептида G. К концу 4�недельного иссле�
дования уровень TBARS в группах SG10 и SG50
не отличался от исходного, а разница между
обеими пептидными группами (SG10 и SG50) и
диабетической группой S была статистически
значимой. Введение животным G в дозе
50 нмоль/кг/сут. в течение 4 недель не влияло на
уровень TBARS в плазме по сравнению с исход�
ным значением.

Активность LDH и CK�MB в плазме крыс,
получавших STZ, была значительно увеличена
после 4�недельного исследования по сравнению
с исходными и контрольными значения�
ми (рис. 1, б и в). Совместное введение обеих
доз G и STZ уменьшало повреждение клеточных
мембран, о чём свидетельствовало достоверное
снижение активности обоих ферментов в плаз�
ме по сравнению с этими показателями в груп�

пе S. Ежедневное введение G (50 нмоль/кг/сут. в
течение 4 недель) не влияло на активность LDH
и СК�МВ в плазме по сравнению с контролем и
исходными значениями.

Метаболическое состояние миокарда. Для
оценки влияния G на метаболизм миокарда, пов�
реждённого STZ, мы сравнили содержание мета�
болитов энергетического обмена и гликолити�
ческих интермедиатов (глюкозы, лактата и пиру�
вата) в исследуемых группах (рис. 2 и 3). После
4�недельного эксперимента содержание этих ме�
таболитов в миокарде контрольной группы дос�
товерно не отличалось от исходных значений.
Под действием STZ наблюдали снижение содер�
жания АТP и общего фонда адениннуклеоти�
дов (ΣAN) (в среднем до 20% от исходного) при
практически неизменном cуммарном содержа�
нии ADP и AMP и потерю общего креатина
(ΣCr = PCr + Cr), вызванную главным образом
значительным снижением содержания PCr. От�
ношение PCr/АТP, характеризующее энергообес�
печение сердца, было достоверно ниже в груп�
пе S по сравнению с этим показателем в контро�

Рис. 2. Влияние пептида G на содержание АТP (а), ΣAN (б), PCr (в) и ΣCr (г) в миокарде крыс в конце 4�недельного экс�
перимента. К – контроль, S – STZ, SG10 – STZ + G (10 нмоль/кг/cут.), SG50 – STZ + G (50 нмоль/кг/cут.), G – пеп�
тид G (50 нмоль/кг/cут.). Данные представлены как M ± SEM для групп из 5 животных. Достоверное отличие (p < 0,05)
от: * К, # S
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ле (рис. 3, а). Содержание лактата в миокарде
крыс, получавших STZ, было в 2,5 раза выше,
чем в контроле (p = 0,015), глюкозы – повышено
в 1,5 раза (p = 0,143), а отношение лактат/пируват
было почти в 5 раз выше, чем в контроле. Эти
сдвиги соответствовали снижению аэробного об�
разования энергии, ингибированию гликолити�
ческого потока и пируватдегидрогеназы [22].

Введение крысам G в дозе 50 нмоль/кг/сут. в
течение 4 недель после введения STZ достовер�
но повышало содержание АТP, ΣAN и PCr, пре�
дотвращало потерю ΣCr и восстанавливало от�
ношение PCr/АТP до значения, не отличающе�
гося от контрольного. Сходный, но недостовер�
ный эффект на эти показатели оказывало введе�
ние G в дозе 10 нмоль/кг/сут. Одновременно в
группе SG50 отмечено достоверное снижение
накопление лактата до значений в контроле.
В группе SG10 уровень глюкозы в миокарде был
достоверно выше, чем у животных, получавших
только STZ. Отметим, что измеренное в наших
опытах содержание глюкозы в ткани сердца от�
ражает её суммарное содержание в кардиомио�

цитах и в крови. Однако, несмотря на суще�
ственное снижение уровня глюкозы в крови
крыс групп SG10 и SG50 по сравнению с груп�
пой S (табл. 2), содержание глюкозы в сердце
крыс групп SG10 и SG50 было выше, чем у диа�
бетических животных. Этот факт предполагает
её повышенное поглощение кардиомиоцитами
под действием пептида G. В группах SG10
и SG50 отношение лактат/пируват в сердце бы�
ло достоверно ниже, чем в диабетической груп�
пе S (рис. 3, г), указывая на снижение отноше�
ния NADH/NAD+ в цитозоле. Ежедневное вве�
дение G (50 нмоль/кг/сут. в течение 4 недель) не
оказывало достоверного влияния на содержание
указанных метаболитов в сердце по сравнению с
этими показателями в контрольной возрастной
группе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Действие G при STZ�индицированном СД у
крыс. В настоящей работе впервые показано за�
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Рис. 3. Влияние пептида G на отношение PCr/АТP (а), содержание лактата (б), глюкозы (в) и отношение лактат/пиру�
ват (г) в миокарде крыс в конце 4�недельного эксперимента. К – контроль, S – STZ, SG10 – STZ + G (10 нмоль/кг/cут.),
SG50 – STZ + G (50 нмоль/кг/cут.), G – пептид G (50 нмоль/кг/cут.). Данные представлены как M ± SEM для групп из
5 животных. Достоверное отличие (p < 0,05) от: * К, # S
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щитное действие модифицированного N�конце�
вого фрагмента галанина WTLNSAGYLLGPβAH
на модели СД 1�го типа, вызванного введени�
ем STZ крысам. Поскольку STZ вызывает разру�
шение β�клеток в островках поджелудочной же�
лезы, приводящее к дефициту биосинтеза и сек�
реции инсулина, глюкоза крови становится не�
доступной в качестве метаболического топлива
для тканей, чувствительных к инсулину [23].
В этих условиях гипергликемия и низкая при�
бавка массы тела являются типичными призна�
ками животных, получавших STZ. Соответ�
ственно, в наших опытах у крыс группы S наб�
людалось снижение увеличения массы тела и
стойкая гипергликемия в течение 4�недельного
исследования. Совместное введение G и STZ
увеличивало прибавку массы тела крыс в обеих
пептидных группах SG10 и SG50 и снижало уро�
вень глюкозы в крови в группе SG50 к концу
эксперимента практически до значений в конт�
роле. Улучшение гликемического контроля под
действием G свидетельствует о большей утили�
зации глюкозы клетками инсулин�чувствитель�
ных тканей (преимущественно жировой и мы�
шечной ткани), которые играют важную роль в
поддержании гомеостаза глюкозы.

Гипергликемия, приводящая к избыточной
продукции АФК и окислительному стрессу, яв�
ляется ведущей причиной осложнений, связан�
ных с работой сердца, при СД [24, 25]. В частнос�
ти, показано, что снижение эффективности
окислительного фосфорилирования, происходя�
щее в ответ на гликирование и окислительный
стресс, может предшествовать развитию диабе�
тической кардиомиопатии [26, 27]. Несмотря на
то что нарушения энергетики в диабетическом
сердце изучаются давно [26, 28], при СД 1�го ти�
па они полностью не охарактеризованы и разли�
чаются в зависимости от модели [29], а действие
пептидов галанина практически не изучено. Не�
давнее исследование метаболомики в сердце
крыс с диабетом, вызванным STZ, проведённое
с помощью 1H�ЯМР, показало, что, наряду с ин�
гибированием гликолиза, цикла трикарбоновых
кислот и усилением липидного обмена, проис�
ходит снижение пулов АТP и Сr [30]. Результаты
настоящей работы указывают, что STZ�индуци�
рованный диабет у крыс вызывает также значи�
тельное снижение ΣAN, PCr и ΣCr и уменьшение
отношения PCr/ATP в сердце. Согласно данным
Нью�Йоркской кардиологической ассоциации
(NYHA) по взаимосвязи между показателями
биоэнергетики сердца и классами хронической
сердечной недостаточности, низкое отноше�
ние PCr/АТP в миокарде человека может быть
предиктором смертности от сердечно�сосудис�
тых заболеваний [31]. Ранее мы оценили дыха�

тельные параметры митохондрий в пермеабили�
зованных сапонином волокнах миокарда крыс,
получавших STZ, используя в качестве субстра�
тов глутамат и малат [32]. Оказалось, что у диабе�
тических крыс максимальное АDP�стимулиро�
ванное дыхание и дыхательный контроль вдвое
снижены. Эти изменения митохондриального
дыхания соответствовали снижению продукции
АТP и ухудшению энергетического состояния
кардиомиоцитов. Напротив, крысы, получав�
шие STZ и галанин, обнаруживали отсутствие
снижения дыхательного контроля за счёт увели�
чения дыхания в состоянии 3, увеличениe содер�
жания АТP и PCr в миокарде и предотвращение
потери внутриклеточного ΣCr. Принципиально
сходные метаболические эффекты, связанные со
снижением нарушений энергетического обмена
в сердце, показаны в настоящей работе для хи�
мерного агониста рецепторов галанина G. Они
проявлялись в достоверно более высоком содер�
жании ATP, ΣAN, PCr и отношении PCr/ATP в
сердце диабетических животных, защищённых
ежедневным введением высокой дозы G
(50 нмоль/кг/cут.) в течение 4 недель. В дополне�
ние, в группе SG50 наблюдалось снижение по�
терь ΣCr, отражающее меньшие повреждения
сарколеммы [33]: к окончанию эксперимента
этот показатель достоверно не отличался от та�
кового в контроле. Эти данные указывают на
способность фармакологического агониста ре�
цептора GalR2 воспроизводить влияние полно�
размерного галанина, связывающегося со всеми
тремя подтипами рецепторов GalR1–3, на энер�
гетику миокарда, повреждённого STZ.

Известно, что карбонильный стресс, выз�
ванный гипергликемией, приводит к усиле�
нию ПОЛ и окислительного повреждения из�за
увеличения образования перокси� и гидрок�
сильных радикалов [27, 34]. Участие ПОЛ в па�
тогенезе природного и индуцированного диабе�
та хорошо подтверждено в многочисленных ра�
ботах, а образование TBARS используется как
наиболее распространённый индикатор ПОЛ
при моделировании СД [21, 35]. В настоящем
исследовании у крыс группы S наблюдалось
значительное повышение уровня TBARS в плаз�
ме. Однако введение G снижало этот показатель
в группах SG10 и SG50 до значений, не отлича�
ющихся от исходного. Эти данные предполага�
ют, что G может оказывать защитный эффект,
ослабляя окислительный стресс, вызванный ги�
пергликемией. В настоящей работе о поврежде�
нии мембран кардиомиоцитов при STZ�инду�
цированном диабете свидетельствовали не толь�
ко потери ΣCr, но и повышение активности
CK�MB – специфического сердечного биомар�
кёра – в плазме крови. Ежедневное введение G
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в дозе 10 и 50 нмоль/кг/сут. поддерживало цело�
стность мембран кардиомиоцитов у диабетичес�
ких животных, вероятно, за счёт улучшения
энергетического состояния миокарда и сниже�
ния ПОЛ, что подтверждает кардиопротектор�
ную эффективность этого пептида в использо�
ванной модели. В целом ряде работ показано,
что активности циркулирующих в крови CK�MB
и LDH повышены в моделях STZ�индуцирован�
ной диабетической кардиомиопатии [36] и у па�
циентов с диабетом и могут служить маркёрами
сердечно�сосудистого риска и повреждения сер�
дечной мышцы [37]. В конце 4�недельного экс�
перимента мы обнаружили значительное повы�
шение активности LDH в плазме крови крыс,
получавших STZ, по сравнению с нормальными
животными. Это свидетельствовало о цитоток�
сическом действии STZ не только на сердце, но
и на другие органы и ткани крыс. Важно, что под
действием пептида G активность обоих маркё�
ров в плазме крови снижалась, что соответство�
вало уменьшению уровня TBARS и, следова�
тельно, интенсивности окислительного стресса.

Возможные механизмы действия G при СД.
Имеются данные о том, что галанин участвует в
регуляции чувствительности к инсулину и усвое�
нии глюкозы при СД 2�го типа [14–16]. Мыши
с нокаутом гена галанина характеризуются на�
рушением утилизации глюкозы из�за снижен�
ного ответа на инсулин и независимой от инсу�
лина элиминации глюкозы [38]. У здоровых
добровольцев и пациентов с диабетом наблюда�
ется положительная корреляция секреции гала�
нина с уровнем глюкозы в крови, что тесно свя�
зано с чувствительностью к инсулину [39]. Бо�
лее того, галанин способен повышать чувстви�
тельность к инсулину за счёт увеличения
экспрессии переносчика GLUT4 в кардиомио�
цитах и адипоцитах животных с диабетом 2�го
типа [15, 38]. Это способствует смещению
GLUT4 в сарколемму, стимулируя поглощение
глюкозы клетками. Увеличение содержания
глюкозы в миокарде диабетических крыс, выз�
ванное введением пептида G в наших опытах,
косвенно подтверждает эту возможность. За�
пуск этого механизма критически важен, по�
скольку экспрессия GLUT4 в сердце животных
с диабетом и диабетических пациентов сниже�
на [40]. Следовательно, поддержание концент�
рации белка GLUT4 должно способствовать
нормализации метаболизма и функций серд�
ца [41]. Хорошо известно, что коактиватор γ�ре�
цептора, активируемого пролифератором пе�
роксисом 1α (PGC�1α), является важным регу�
лятором метаболизма глюкозы и экспрес�
сии GLUT4 [42]. Недавние исследования пока�
зали, что активация рецепторов галанина GalR2

агонистом M1145 снижает резистентность к ин�
сулину и способствует поглощению и метабо�
лизму глюкозы в скелетных мышцах, сердце и
адипоцитах посредством активации сигнально�
го пути PGC�1α/GLUT4 [38, 43]. Учитывая
принципиально сходный характер действия га�
ланина на модели диабета, вызванного STZ, у
крыс [32], можно предположить, что перечис�
ленные механизмы могут быть приложимы к
эффектам пептида G – фармакологического
агониста рецептора галанина GalR2, наблюдав�
шимся в настоящей работе.

Важным свойством пептидов галанина яв�
ляется их влияние на окислительный стресс.
В последние годы антиоксидантные свойства
галанина и его N�концевых фрагментов наблю�
дались в различных экспериментальных моде�
лях in vitro и in vivo. Фрагменты галанина (2–11)
WTLNSAGYLL�NH2 и (2–15) WTLNSAGYLL�
GPHA�OH ингибировали апоптоз и избыточ�
ное образование АФК в митохондриях в ответ
на окислительный стресс в кардиомиобластах
крыс H9c2 [8, 9]. Внутривенное введение гала�
нина, фрагмента галанина WTLNSAGYLL�
GPHA�OH или фармакологического агониста
WTLNSAGYLLGPβAH�OH (G) крысам после
окклюзии коронарной артерии снижало образо�
вание спиновых аддуктов гидроксильных ради�
калов и TBARS в зоне риска левого желудочка
сердца при реперфузии [44]. Этот эффект соче�
тался с ограничением размера инфаркта и мень�
шим повреждением мембран кардиомиоци�
тов [10]. Кроме того, галанин, его природный N�
концевой фрагмент WTLNSAGYLLGPHA�OH и
синтетический агонист G ингибировали Cu2+�
индуцированное свободнорадикальное окисле�
ние липопротеинов низкой плотности человека
in vitro [11]. Введение пептида G крысам с доксо�
рубицин�индуцированной кардиомиопатией
ослабляло ПОЛ в повреждённом миокарде за
счёт повышения активности Cu,Zn�супероксид�
дисмутазы и глутатионпероксидазы, уменьшало
дисфункцию митохондрий сердца и улучшало
энергетическое состояние кардиомиоци�
тов [12, 13]. Вполне вероятно, что антиоксидант�
ная активность G могла быть причиной сниже�
ния окислительного повреждения у крыс, полу�
чавших STZ, в наших экспериментах.

Наконец, активация путей передачи сигнала
при связывании пептида G с рецептора�
ми GalR1–3 также могла способствовать умень�
шению повреждения клеток при СД [45]. Акти�
вация рецепторов GalR1 и GalR2 стимулирует
сигнальные пути, инициируемые митоген�акти�
вируемыми протеинкиназами (MEK1/2 и
ERK1/2), что приводит к ингибированию от�
крытия митохондриальной поры временной
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проницаемости (mPTP) и, таким образом, спо�
собствует выживанию клеток [46]. В дополне�
ние, фосфорилирование ERK способствует по�
вышенной экспрессии рецепторов, активируе�
мых пероксисомными пролифераторами
(PPAR), контролирующими энергетический ме�
таболизм, включая и экспрессию PPARγ, стиму�
лирующего поглощение и окисление глюкозы
кардиомиоцитами [47]. Связывание рецепто�
ра GalR2 с белком Gq/11 активирует фосфоли�
пазу С и посредством гидролиза фосфатидили�
нозитолдифосфата регулирует гомеостаз Са2+,
что улучшает инотропное состояние сердца.
Нижние звенья этого сигнального пути вызыва�
ют фосфорилирование протеинкиназы B (Akt) и
ингибирование проапоптотических белков
BAD/BAX, каспазы�3 и каспазы�9 [45]. Хотя
cигналинг, инициируемый G в клетках сердца,
остаётся неизученным, эти гипотетические ме�
ханизмы способны усиливать адаптационную
защиту диабетического миокарда.

Это исследование предоставляет доказатель�
ства того, что химерный агонист рецепторов га�

ланина GalR2 WTLNSAGYLLGPβAH (G) обла�
дает рядом противодиабетических свойств у
крыс, получавших STZ. Введение G снижает ги�
пергликемию и окислительный стресс, умень�
шает метаболические нарушения миокарда и
повреждение мембран кардиомиоцитов. Мы
считаем, что использование протеолитически
устойчивых модифицированных агонистов ре�
цепторов галанина может быть многообещаю�
щей фармакологической стратегией защиты
сердца при диабете.
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CHIMERIC AGONIST OF GALANIN RECEPTOR GALR2 REDUCES HEART
DAMAGE IN RATS WITH STREPTOZOTOCIN�INDUCED DIABETES

I. M. Studneva, O. M. Veselova, I. V. Dobrokhotov, L. I. Serebryakova, M. E. Palkeeva,
A. S. Molokoedov, A. A. Azmuko, M. V. Ovchinnikov, M. V. Sidorova, and O. I. Pisarenko*

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

The neuropeptide galanin and its N�terminal fragments reduce the formation of reactive oxygen species and normal�
ize the metabolic and antioxidant state of the myocardium in experimental cardiomyopathy and ischemia/reperfusion
injury. This study aims to elucidate effect of WTLNSAGYLLGPβAH�OH (G), a pharmacological agonist of galanin
receptor GalR2, on cardiac injury induced by administration of streptozotocin (STZ) to rats. Peptide G was prepared
by solid phase peptide synthesis using the Fmoc strategy and purified by preparative HPLC. Its structure was deter�
mined using 1H�NMR spectroscopy and MALDI�TOF mass spectrometry. Animals were randomized into five
groups: C, control; S, SG10 and SG50 treated with STZ, STZ + G (10 nmol/kg/day) and STZ + G (50 nmol/kg/day)
and G healthy animals treated with G (50 nmol/kg/day). Administration of G prevented hyperglycemia in SG50 rats.
By the end of the experiment, the content of ATP, the total adenine nucleotide pool, phosphocreatine (PCr) and the
ratio of PCr/ATP in the myocardium of animals of the SG50 group were significantly higher than these values in the
S group. Simultaneously, in the SG50 and SG10 groups, the content of lactate and lactate/pyruvate ratio in rat
myocardium were reduced, while glucose content increased compared with those in group S. Both doses of G reduced
increased activity of creatine kinase�MB and lactate dehydrogenase and reduced the concentration of thiobarbiturate
acid�active products in the blood plasma of rats treated with STZ up to values not different from control. Taken
together, these results suggest that G has cardioprotective properties in type 1 diabetes mellitus. Possible mechanisms
of action of peptide G in STZ�induced diabetes are discussed.

Keywords: galanin, heart, streptozotocin, myocardial metabolism, lipid peroxidation, cardiomyocyte membranes
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Анализ демографических данных свидетельствует о неравномерном распределении смертности в течение го�
да, месяца и даже в течение недели. Это имеет важное прикладное значение, например для работы медицин�
ских учреждений, в том числе отделений реанимации, и позволяет рассчитывать экономическую и трудо�
вую нагрузку на медучреждения соответствующего профиля, что особенно актуально в эпоху пандемии
COVID�19. Малыгин показал наличие колебаний смертности у мужчин при диабете 2�го типа, имеющих пе�
риодичность около одного�двух в неделю. Высота максимумов таких колебаний определяется, как предпо�
лагается, двумя параметрами: закономерным – указывающим их положение на оси продолжительности
жизни, и случайным – высотой, отражающей степень неблагоприятного воздействия на организм внешней
среды и степень периодически возникающего резкого снижения неспецифической резистентности организ�
ма. В комментарии рассматриваются результаты последних исследований в области малых (полунедельных,
недельных, месячных и сезонных) колебаний смертности. На основе большого массива накопленных дан�
ных можно сказать, что снижение сезонной вариабельности смертности сопутствует увеличению ожидаемой
продолжительности жизни. Изучение особенностей колебаний смертности позволяет перейти от воздей�
ствия биоритмов (Большие биологические часы) на развитие процессов острого и хронического феноптоза
непосредственно к изучению паттернов самих ритмов детерминированной смертности (ритмов феноптоза).

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: кривые смертности, старение, неравномерность продолжительности жизни, фено�
птоз, острый феноптоз, биоритмы, хронобиология.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что еженедельные показатели
смертности предоставляют возможность детали�
зированной оценки масштабов краткосрочных
пиков смертности во времени и простран�
стве [1]. О происхождении, функциональной
значимости, адаптивном значении, синхрониза�
ции и потенциальной клинической значимости
недельных и полунедельных биоритмов извест�
но гораздо меньше, чем о циркадных и годовых
ритмах. Тем не менее эти биоритмы обнаружива�

ются на разных уровнях организации у разных
видов – от одноклеточных морских водорослей
до растений, насекомых, рыб, птиц и млекопи�
тающих как в естественных, так и в искусствен�
ных условиях [1]. Цель таких исследований за�
ключается в том, чтобы на основе статистики
смертности, учитывая причины, оценить нерав�
номерность распределения смертности.

В связи с этим большой интерес и оживлён�
ную дискуссию вызвала работа А.Г. Малыгина
«Запрограммированные риски смерти у мужчин,
больных сахарным диабетом» [2], в которой он
рассматривает количество и местонахождение
локальных максимумов на кривой смертности
мужчин 53–79 лет, страдающих сахарным диабе�
том 2�го типа. Верификация полученных данных
о наличии пиков смертности проводилась за
счёт сопоставления результатов, полученных
при различных способах разбиения изучаемой
группы пациентов. Эта работа [2] является про�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АД – артериальное давле�
ние; ДИ – доверительный интервал; ПЖ – продолжитель�
ность жизни; ЧСС – частота сердечных сокращений;
IRR – коэффициент заболеваемости (incidence rate ratio);
MCE – затраты на медицинское обслуживание (medical
care expenditure); MINOCA – инфаркт миокарда без
обструктивного поражения коронарных артерий (myocar�
dial infarction with non�obstructive coronary arteries).
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должением серии публикаций (см. список лите�
ратуры), посвящённых немонотонности кривой
смертности. Работы автора неоднократно публи�
ковались в журнале Biochemistry (Moscow) [2–5] и
в других журналах, докладывались на конферен�
циях; их важная научная и потенциальная при�
кладная значимость не подвергается сомнению,
а новые работы из этой серии, в свою очередь,
открывают новые области и возможности при�
менения разрабатываемой автором теории.

В настоящем комментарии описаны некото�
рые (не указанные в статье [2]) инструменты,
применяемые для исследования краткосрочных
колебаний смертности. Также приведены резуль�
таты ряда международных исследований в этой
области, полученные с использованием баз дан�
ных с большими объёмами выборки (таблица).

ВРЕМЕННЫ′′ Е КОЛЕБАНИЯ СМЕРТНОСТИ

Немонотонность тренда смертности. Для ге�
ронтологов важно наличие тренда повышения
риска смерти с возрастом. Известно, что модель
Гомпертца не всегда адекватно описывает пове�
дение кривых выживания в начальном и конеч�
ном участках [6]. Важным её недостатком явля�
ется учёт смертности лишь на уровне популя�
ции. Для всех людей в одном возрастном интер�
вале вероятность гибели считается одинаковой.
Действительно, все исследования дополнитель�
ных демографических показателей, в том числе
и рассматриваемых, например, Баудиш, Вопе�
лем и Кольхеро (см. обзор Skulachev et al. [7]),
начались с осознания того, что существуют
иные методы, позволяющие получить новую
информацию о ходе смертности.

Ещё одним недостатком метода Гомпертца
является усреднение по годовым интервалам.
Есть основания предполагать, что краткосроч�
ные колебания смертности несут дополнитель�
ную информацию о мере неупорядоченности
смертности в самых разных масштабах (недель�
ной, месячной, квартальной смертности). До�
статочно подчеркнуть то обстоятельство, что, в
отличие от любого типа гладкого тренда, реаль�
ная зависимость риска смерти характеризуется
неслучайными скачками. Видимо, это связано с
тем, что в онтогенезе периоды повышенной ре�
зистентности закономерным образом сменяют�
ся упадком сопротивляемости [7].

В обсуждаемой работе Малыгина изучается
именно гладкость тренда, независимо от того,
гомпертцев он или нет, и наложенные на него
пики смертности [2]. Проведённое исследование
не обсуждает корреляцию с общим трендом.
В отличие от силы смертности, являющейся от�

носительной скоростью вымирания, Малыгин
исследует характер изменения абсолютной ско�
рости вымирания мужчин с сахарным диабе�
том [2]. Группы представлены условными когор�
тами со всеми вытекающими из этого плюсами и
минусами. Дело в том, что полученные ритми�
ческие колебания, как и любые периодические
колебания, характеризуются не только пиками
(т.е. максимумами). Важнейшими характеристи�
ками колебания являются также его период и
амплитуда. Например, изучая такую периоди�
ческую функцию, сначала следует провести ве�
рификацию, аналогично проведённой в
статье [2], а именно: убрав нечётные максимумы,
убедиться, что чётные сохранятся; и убрав левую
половину значений, убедиться, что сохранятся
пики справа. Однако, если ограничиться вычис�
лением лишь числа пиков, то можно столкнуть�
ся с ситуацией, когда (например, в результате
применения какой�либо терапевтической про�
цедуры) мощность числа пиков останется преж�
ней (каждому пику из исходного графика будет
соответствовать ровно один пик из нового гра�
фика, однако из�за того, что интервал наблюде�
ния ограничен (53–79 лет – в обсуждаемой рабо�
те), может быть сделан неточный вывод об
уменьшении числа пиков (т.е. интервалов уязви�
мости жизнеспособности, хрупкости (frailty) ор�
ганизма). Вследствие временнóго масштабиро�
вания (растяжения графика) число отображае�
мых пиков уменьшится (по причине замедления
смертности, а не из�за уменьшения в онтогенезе
числа интервалов с повышенной уязвимостью).
Аналогично, без проверки амплитуды колебания
(а лишь числа максимумов) существует риск ли�
бо опять�таки «потерять» часть пиков (т.е. сде�
лать вывод об их отсутствии, когда они на самом
деле есть) при слишком высоком пороге, либо (в
случае порога слишком низкого) определить как
пики некие выбросы «белого шума». Ещё одной
важной характеристикой является наличие нак�
лона существующего тренда. Действительно,
сравнивая, например уровень смертности вес�
ной и осенью, следует учитывать, что даже при
отсутствии межсезонных колебаний осенью лю�
ди в любом случае стали на полгода старше (и ве�
роятность их гибели, соответственно, выше).
Ввиду относительно небольших выборок, нало�
жения стохастических «шумов» и дискретности
событий смерти абсолютная скорость вымира�
ния в обсуждаемой работе [2] испытывает значи�
тельные колебания из�за особенностей числен�
ного дифференцирования подобного рода зави�
симостей. Вероятно, наибольшим недостатком
метода служит игнорирование того, что с увели�
чением возраста уменьшается доля доживших до
этого возраста. Это приводит к дополнительно�
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му увеличению «дробового эффекта», когда в ма�
лой выборке даже малое изменение приводит к
заметному скачку производной. Поэтому из об�
щих соображений, никак не связанных с феноп�
тозом, надо ожидать увеличения числа пиков с
увеличением возраста. Можно предложить про�
водить расчёты, вычисляя пики (т.е. локальные
максимумы производной) силы смертности (с
учётом уменьшения доли доживших), тогда как
автором используются абсолютные показатели
смертности [2]. Абсолютные показатели не поз�
воляют, например сравнивать значения, полу�
ченные в разных работах. Также важен учёт
масштаба колебаний смертности (во�первых, ги�
бель нескольких особей из тысячи или из 10 млн
будет иметь разную значимость (например, для
оценки силы эпидемии)). Во�вторых, при не
очень большой выборке (менее 3000) нужно ус�
реднять (сглаживать) данные, начиная с доста�
точно большого интервала, а не с минимального
(как делал автор [2]). Величину этого интервала
можно определить экспериментально, посте�
пенно увеличивая ширину интервала и наблю�
дая за стабильностью полученных результатов.
Когда наступит стабилизация, можно остано�
виться. Если же стабилизация не наступит, то
полученный результат недостаточно достоверен,
и нужно увеличивать объём рассматриваемой
выборки. В�третьих, чтобы проверить то, что уже
сделано автором, можно провести моделирова�
ние на случайных данных. Весьма возможно, что
если на случайных данных повторять действия
автора (без предлагаемых улучшений), то карти�
на получится приблизительно такая же, как на
рисунках в данной статье [2].

В целом, методы моделирования удобно ис�
пользовать для симуляции будущего поведения
демографических процессов на основе имею�
щихся данных с целью выявления постоянных и
дополнительных ритмов. Так, например постро�
ение вейвлет�спектрограммы даёт возможность
расчёта матрицы синхронизации исследуемых
параметров, расчёта величины и синхронности
(одновременности), синфазности (совпадения
по фазе) и когерентности (взаимосвязи) иссле�
дуемых параметров изучаемых биоритмов. Ста�
тистическую значимость ритмов оценивают пу�
тём многократной случайной перестановки
уровней исходного временнóго ряда [8]. Разло�
жение по сезонам и трендам с использованием
метода Лоесса (Seasonal and Trend decomposition
using Loess, STL) используется для анализа се�
зонных колебаний риска смертности, затрат на
медицинское обслуживание (medical care expen�
diture, MCE) и даже уровня госпитализации. Ме�
тод STL разлагает данные по выживанию на дол�
госрочный тренд, сезонную вариацию и остав�

шуюся вариацию, которая не связана с долго�
срочным трендом или сезонными вариация�
ми [9]. Долгосрочная тенденция метода STL от�
ражает ряд возможных внешних факторов, кото�
рые постепенно меняются с течением времени,
таких как увеличение среднего возраста популя�
ции, повышение риска вдовства, изменения в
политике здравоохранения и инфляция [10].

Результаты некоторых исследований ритмов
заболеваемости и смертности. Известно, что уро�
вень смертности пожилых людей меняется в за�
висимости от сезона [10]. В умеренном климате
он наиболее высок зимой (на 21% выше, чем ле�
том) [11]. Сезонные колебания смертности более
выражены у мужчин и людей, проживающих в
учреждениях интернатного типа [10]. Даже рас�
ходы на медицинское обслуживание демонстри�
руют сезонные колебания [10]. Кроме этого, су�
ществует и глобальный тренд: размах сезонных
колебаний смертности существенно снизился во
многих странах в течение ХХ века. Тем не менее
уменьшение «энтропии смертности», способ�
ствующее повышению ожидаемой продолжи�
тельности жизни (ПЖ), существенно варьирует в
разных странах и популяциях (таблица). Так, се�
зонность смертности от всех причин у людей в
возрасте 60 лет и старше изменилась в Швеции в
период с 1860 по 1995 г. Для шведов, достигших
возраста ≥ 59 лет, рождённых в 1800 г., риск уме�
реть в зимний период был почти вдвое выше, чем
риск смерти летом. Для когорт 1900�х гг. рождения
относительное увеличение зимней смертности
составило лишь около 10% [11].

Сердечно�сосудистая система. Показано, что
изменения артериального давления (АД) и час�
тоты сердечных сокращений (ЧСС), а также
многие острые сердечно�сосудистые состояния,
такие как инфаркт миокарда (ИМ), описывают�
ся недельными (циркасептанными) и полуне�
дельными (циркасемисептанными) ритмами,
включая скачок АД по понедельникам [12, 13].
Амбулаторный мониторинг систолического
АД (САД) и диастолического (ДАД) является
важным инструментом диагностики и лечения
гипертонии [12]. Так, средние значения АД
повышены у пациентов с депрессией (САД: 129,2
против 124,5 мм рт. ст.; p = 0,034; ДАД: 79,0 про�
тив 76,5 мм рт. ст.; p = 0,041). Среднее значение
ЧСС за 7 дней не отличалось у пациентов с деп�
рессией и без таковой. Суточные замеры АД так�
же показывают наличие всплеска по понедель�
никам. В группе пациентов с депрессией АД ха�
рактеризуется явно выраженным недельным
ритмом [12]. Также у пациентов с терминальной
стадией почечной недостаточности, в дополне�
ние к значительному относительному увеличе�
нию смертности в зимний период, наблюдаются
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Объект исследования

Нидерландцы 65 лет и
старше (2007–2010 гг.)
(n = 61495)

Шведы (1800–1901 г. р.,
старше 59 лет)

Шведы (2003–2013 гг.)
(9092 чел. С MINOCA
из 19 9163 госпитализи�
рованных с ИМ); сред�
ний возраст = 65,5 лет

Японцы (~50 000)
(1988–2003 гг. зарегис�
трировано 169 случаев
САК)

Японцы (2001–2003 гг.
217 чел.; средний воз�
раст: 56,8 ± 11,3 г.)

Пациенты с хроничес�
кой стадией почечной
недостаточности (обзор)

Метаанализ данных 
медицинских центров
США, Англии и Канады

Колебания смертности при хронических возрастных заболеваниях

Ссылки

[10]

[11]

[13]

[15]

[12]

[14]

[19]

Ритмы смертности и заболеваемости

показатели смертности пожилых людей значительно различаются в зависимости от
сезона и на 21% выше зимой, чем летом;
MCE увеличивается с лета до зимы на 13%; эта сезонная разница выше для не умер�
ших, чем для умерших (14% против 6%);
сезонные колебания смертности более выражены у людей, проживающих в учрежде�
ниях интернатного типа, и у мужчин по сравнению с женщинами;
сезонная изменчивость MCE более выражена у женщин;
зимой темпы госпитализации значительно выше, в другие сезоны значительных
всплесков не наблюдается

масштабы сезонных колебаний уровня смертности существенно снизились в период
с 1860 по 1995 г.;
для когорты рождённых в 1800 г. риск умереть в зимний период был почти вдвое вы�
ше, чем риск смерти летом;
для когорты рождённых в 1900 г. относительное увеличение зимней смертности со�
ставило лишь 10%.;
ожидаемая ПЖ когорты в возрасте 60 лет увеличилась за этот век на на 4,3 г., что
составило примерно 40% от этого увеличения средней ПЖ

средний возраст = 65,5 лет, 62,0% составляли женщины;
риск MINOCA оказался наиболее высок утром (IRR = 1,70; 95% ДИ: 1,63–1,84) с
пиком в 08:00 (IRR = 2,25; 95% ДИ: 1,96–2,59) и по понедельникам (IRR = 1,28;
95% ДИ: 1,18–1,38);
не обнаружили изменения риска в разные сезоны, в рождественские и новогодние
праздники или во время празднования шведского летнего солнцестояния;
не было связи между временем начала MINOCA и краткосрочным или долгосроч�
ным прогнозом

летальность в течение 28 дней для САК выше в будние дни (51,7%), чем в выходные
(32,6%; отношение шансов 2,19; 95% ДИ: 1,10–4,49);
различия в уровне летальности сохранялись после введения поправки на возраст,
пол, тяжесть, семейный анамнез инсульта и анамнез пациентов с гипертонией, са�
харным диабетом, дислипидемией, употреблением алкоголя и курением;
наблюдали суточные колебания смертности от САК с более высокими показателями
смертности в будние дни в исследуемой популяции

шкалы оценки депрессии были получены для 192 из 217 человек, участвовавших в
этом исследовании;
баллы депрессии были выше пяти у 72 испытуемых;
средние значения систолического АД (САД ) и диастолического (ДАД) были статис�
тически значимо выше у пациентов с депрессией (САД: 129,2 против 124,5 мм рт. ст.;
p = 0,034; ДАД: 79,0 против 76,5 мм рт. ст.; p = 0,041); 
среднее значение ЧСС за 7 дней не отличалось между субъектами с оценкой депрес�
сии < 5 (нет депрессии) или > 5 (есть депрессия);
в группе с депрессией вариабельность ЧСС (оцениваемая по SD ЧСС) была выше во
время каникул и ниже по понедельникам;
суточные замеры АД показали эффект новизны и всплеск по понедельникам;
в группе с депрессией выявлен явный циркасептанный ритм АД

в отличие от физиологической изменчивости, характеризующейся постоянной
структурой, увеличение случайной изменчивости таких параметров, как АД, также
связано с более высоким риском смертности;
получение постоянных траекторий факторов риска обладает прогностической силой,
превосходящей таковую при регулярных однократных измерениях;
это может улучшить расчёт профиля риска и предоставить «окно возможностей» для
более своевременных вмешательств

более высокая смертность («эффект выходных») может быть объяснена более высо�
ким уровнем тяжести заболевания у пациентов, госпитализированных в выходные
дни, и/или более низким качеством медицинской помощи, связанным с нехваткой
персонала, меньшим опытом персонала и ограниченной доступностью терапевти�
ческих и диагностических процедур

Примечание: АД – артериальное давление, ДИ – доверительный интервал, ИМ – инфаркт миокарда, ЧСС – частота сер�
дечных сокращений; САК – субарахноидальное кровоизлияние; IRR – коэффициенты заболеваемости (incidence rate
ratio); MCE – затраты на медицинское обслуживание (medical care expenditure); SD – стандартное отклонение.
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сезонные колебания АД. Кроме того, показано,
что прогностическим значением обладают не�
дельные колебания и других клинических и ла�
бораторных параметров, таких как температура
тела и уровень сывороточного альбумина [14].

Инфаркт. Наступление инфаркта миокарда
без обструктивного поражения коронарных арте�
рий (myocardial infarction with non�obstructive
coronary arteries, MINOCA) демонстрирует не�
дельные и полунедельные ритмы с повышенным
риском рано утром и в понедельник, что позволя�
ет предположить, что его пусковые механизмы
связаны со стрессом [13]. Средний возраст
9092 пациентов, участвовавших в исследовании,
составлял 65,5 лет (62,0% из них составляли жен�
щины; у 16,6% из них диагностировали
MINOCA). Не было обнаружено связи между
временем начала MINOCA и прогнозом клини�
ческого исхода, что указывает на то, что основные
патологические механизмы MINOCA и результат
лечения схожи при разном времени наступления
инфаркта, но пусковой механизм может быть бо�
лее активным рано утром и в понедельник [13].
Риск MINOCA оказался наибольшим утром
(IRR = 1,70; 95% доверительный интервал (ДИ):
1,63–1,84) с пиком в 08:00 (IRR = 2,25; 95% ДИ:
1,96–2,59) и по понедельникам (IRR = 1,28;
95% ДИ: 1,18–1,38). Никакого изменения риска
не было обнаружено в разные сезоны, в рождест�
венские и новогодние праздники или во время
празднования шведского летнего солнцестояния.
Не было выявлено связи между временем нача�
ла MINOCA и краткосрочным или долгосрочным
прогнозом клинического исхода [13]. Тем не ме�
нее в праздничные дни имело место традицион�
ное повышение числа инфарктов миокарда, но
по MINOCA никакого увеличения не наблюдали.

Инсульт. Исследовали недельные колебания
числа летальных исходов с помощью 4�недель�
ных (28�дневных) интервалов у пациентов с су�
барахноидальным кровоизлиянием (САК) в раз�
ные дни недели (по данным реестра инсультов
Такашима) с 1988 по 2003 г. [15]. На ~50 000
японцев зарегистрировано 169 (имевших место
впервые) случаев САК, которые были разделены
на две группы в зависимости от того, произошло
ли САК в выходные или в будние дни [15]. Ле�
тальность в течение 28 дней при САК была выше
в будние дни (51,7%), чем в выходные (32,6%; от�
ношение шансов 2,19; 95% ДИ: 1,10–4,49). Раз�
личия в уровне летальности сохранялись после
поправки на возраст, пол, тяжесть, семейный
анамнез инсульта и анамнез пациентов с гипер�
тонией, сахарным диабетом, дислипидемией,
употреблением алкоголя и курением [15].

Ритмы смертности, выявленные Малыги�
ным у мужчин при диабете 2�го типа, имеют пе�

риодичность около одного�двух в неделю [2],
т.е. относятся либо к циркасептанным, либо к
циркасемисептанным колебаниям. Для более
точной дифференциации необходимы дополни�
тельные исследования.

COVIDA19. Затянувшаяся пандемия COVID�
19 стимулировала интерес учёных, лиц, прини�
мающих решения, и широкой общественности к
краткосрочным колебаниям смертности, вы�
званным эпидемиями и другими природными
или техногенными катастрофами. Опубликова�
ны еженедельные подсчёты и коэффициенты
смертности в разбивке по возрасту и полу для
38 стран и регионов [16]. Самый надёжный под�
ход к количественной оценке времени смерт�
ности от краткосрочных факторов риска осно�
ван на оценке еженедельных дополнительных
смертей. Этот подход более надёжен, чем мони�
торинг смертей с помощью диагностики
COVID�19 или расчёта показателей заболевае�
мости или летальности, несущих многочислен�
ные методологические проблемы, такие как ох�
ват тестированием и сопоставимость диагности�
ческих подходов [17]. Кроме того, новый метод
позволяет пользователям просматривать данные
о еженедельной смертности и избыточной
смертности по годам и странам. В настоящее
время для более оперативной разработки страте�
гий быстрого и экстренного реагирования созда�
на первая международная база данных, предос�
тавляющая в открытом доступе согласованные,
унифицированные и полностью задокументиро�
ванные данные о еженедельной смертности от
всех причин. База данных «Краткосрочные ко�
лебания смертности» (Short�Term Mortality
Fluctuations Data series, STMF, доступна на
www.mortality.org) содержит еженедельные подс�
чёты и коэффициенты смертности в разбивке по
возрасту и полу для 38 стран и регионов [16, 17].

Недельные (~7 сут.), месячные (~30 сут.) и
сезонные (~3 мес.) ритмы рассматриваются как
генетически детерминированные особенности
организмов, давшие в ходе эволюции функцио�
нальные преимущества отдельным организмам
и имеющие ценность для выживания вида в це�
лом [1]. Предполагается, что структура биорит�
мов у человека имеет эндогенное происхожде�
ние и синхронизирована с социокультурными
факторами, связанными с субботним или вос�
кресным днём отдыха. Также предполагается,
что такие ритмы отражают, по крайней мере
частично, биологическую потребность в отдыхе
и восстановлении в течение одного дня каждые
7 дней точно так же, как циркадные ритмы час�
тично отражают биологическую потребность в
отдыхе и восстановлении каждые 24 часа [1]. Бо�
лее того, исследования на людях и даже на насе�
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комых, проводимые в контролируемых посто�
янных условиях, лишённых экологических, со�
циальных и других временны′ х ориентиров, со�
общают о сохранении семидневных ритмов, но
с немного другим (свободным) периодом (τ),
что также указывает на то, что источник их фор�
мирования является эндогенным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение колебаний смертности позволяет реA
шать следующие задачи: оценивать качество и со�
поставимость статистических данных о смерт�
ности (в целом и по причинам смерти); сопо�
ставлять изменения ПЖ на национальном уров�
не с изменениями на уровне отдельных регио�
нов; определять, в каких регионах изменение
ПЖ достоверно выше или ниже общенациональ�
ного; анализировать динамику изменений регио�
нального «неравенства» (inequality) в ПЖ и её
связь с динамикой ПЖ в стране в целом; оцени�
вать вклад отдельных возрастных групп и причин
смерти в межрегиональное «неравенство» в ПЖ в
различных регионах и изменение этого вклада со
временем; выявлять характеристики смертности
для отдельных групп и причин смерти и оценить
степень «неравенства» в ПЖ в различных регио�
нах [7, 17]. Пандемия COVID�19 выявила суще�
ственные пробелы в охвате и качестве в сущест�
вующих международных и национальных систе�
мах статистического мониторинга. Получение
своевременных, точных и сопоставимых данных
по странам для адекватного реагирования на не�
ожиданные эпидемиологические угрозы являет�
ся очень сложной задачей. Возобновился инте�
рес к изучению связи колебаний смертности и
здоровья с колебаниями экономических усло�
вий. Традиционная точка зрения, согласно кото�
рой экономический спад снижает здоровье и по�
вышает смертность, сменилась представлением,
что смертность характеризуется периодическими
колебаниями [18]. Даже возникновение инфарк�
тов и инсультов неравномерно в течение недели.
Пик, наблюдаемый в понедельник, возможно,
связан с ролью стресса, вызванного началом ра�
бочей недели. Кроме того, повышенный уровень
смертности в понедельник наблюдается у паци�
ентов, госпитализированных с обострением сер�
дечно�сосудистых и других заболеваний по вы�
ходным. Этот эффект, известный также как «эф�
фект выходных», может быть объяснён более вы�

соким уровнем тяжести заболевания среди паци�
ентов, госпитализированных в выходные дни,
и/или более низким качеством медицинской по�
мощи, связанным с нехваткой или меньшим
опытом персонала и ограниченной доступ�
ностью терапевтических и диагностических про�
цедур [19]. Результаты исследования Otsuka et al.
[12] указывают на клиническую важность наб�
людения за пациентами с депрессией, особенно с
точки зрения мониторинга вариабельности АД
и ЧСС (т.е. аномального «хронома» АД и ЧСС).
Нарушения физиологической изменчивости,
например частоты сердечных сокращений, ха�
рактеризующиеся потерей фрактальных (повто�
ряющихся во времени) структур, также связаны с
повышенной смертностью [14]. Анализ измене�
ний различных сердечно�сосудистых, пищевых и
воспалительных показателей до того, как воз�
никнет необходимость в госпитализации или
наступит летальный исход, показал, что измене�
ния могут иметь место уже в течение нескольких
месяцев или даже 1–2 лет до события, что, веро�
ятно, даёт возможность для более ранних вмеша�
тельств [12].

В целом можно сказать, что снижение сезон�
ных колебаний смертности сопутствовало увели�
чению ожидаемой ПЖ в течение последних
150 лет [11]. Новые методы, основанные на зави�
сящем от времени анализе изменчивости, тен�
денций и взаимодействий множества физиоло�
гических и лабораторных параметров, для кото�
рых может потребоваться машинное обучение,
вероятно, помогут клиницистам в будущем. Так�
же в предстоящих исследованиях необходимо
оценить, имеют ли динамические закономернос�
ти, наблюдаемые в крупных эпидемиологичес�
ких исследованиях, значение для индивидуаль�
ного профиля риска пациента [14]. С точки зре�
ния геронтологии, изучение особенностей коле�
баний смертности позволяет от изучения воздей�
ствия биоритмов (Большие биологические часы)
на развитие процессов острого и хронического
феноптоза [7] переходить непосредственно к
изучению паттернов самих ритмов детерминиро�
ванной смертности (ритмов феноптоза).

Конфликт интересов. Автор заявляет об отсут�
ствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания выполненных ав�
тором исследований с участием людей и исполь�
зованием животных в качестве объектов.
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VARIABILITY OF MORTALITY: ADDITIONAL INFORMATION
ON THE COURSE OF MORTALITY AND MORBIDITY CURVES

[Commentary on the article by A. G. Malygin entitled
“Programmed Risks of Death in Male Patients with Diabetes”

published in Biokhimiya, vol. 86, no. 12, pp. 1798A1807 (2021)]

G. A. Shilovsky1,2,3

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

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

An analysis of demographic data indicates an uneven distribution of mortality throughout the year, month, and even
within a week. This is of great practical importance, for example, for the operation of medical institutions, including
intensive care units, and makes it possible to calculate the economic and labor load on medical institutions of the cor�
responding profile. All of the above is especially relevant in modern conditions in the era of the COVID�19 pandem�
ic. Malygin showed the presence of fluctuations in mortality in men with type 2 diabetes, with a frequency of about
one to two per week. The height of peaks of such fluctuations is determined, as expected, by two parameters: regu�
lar – indicating their position on the axis of life expectancy and random – height, reflecting the degree of adverse
effects on the body of the external environment and the degree of a sharp decrease in the nonspecific resistance of the
body that occurs periodically. The commentary discusses the results of recent research in the field of small (semi�
weekly, weekly, monthly and seasonal) fluctuations оf mortality. Based on a large array of accumulated data, it can be
said that a decrease in seasonal variability of mortality accompanies an increase in life expectancy. The study of the
characteristics of mortality fluctuations makes it possible to move from the impact of biorhythms (Master clock) on
the development of acute and chronic phenoptosis processes, directly to the study of the patterns of the mortality
rhythms themselves (rhythms of phenoptosis).

Keywords: mortality curves, aging, lifespan inequality, phenoptosis, acute phenoptosis, biorhythms, chronobiology



449

БИОХИМИЯ,  2022,  том  87,  вып.  3,  с.  449  –  456

1. Общие положения

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

1.2. Журнал «Биоxимия» публикует pаботы по
вcем pазделам биоxимии, а также концептуально
важные работы по биохимическим аспектам
смежных областей (молекулярной биологии,
биофизики, биоорганической химии, микробио�
логии, иммунологии, физиологии, нейробиоло�
гии, геронтологии, биомедицинских наук и др.),
направленные на понимание молекулярных и
клеточных основ биологических процессов. Те�
матика журнала также охватывает новые экспе�
риментальные методики в области биохимии, те�
оретические достижения, имеющие значение для
биохимии, обзоры современных биохимических
тем исследования и мини�обзоры. Журнал не рас�
сматривает чисто феноменологические работы,
которые описывают изменения биохимических
параметров или маркеров биологических про�
цессов без связи с механизмами, вызвавшими эти
изменения или являющимися следствием таких
изменений, а также работы по клонированию и
экспресиии (в том числе в трансгенных живот�
ных и растениях) индивидуальных генов и мате�
риалы по анализу геномных полиморфизмов.

1.3. К публикации пpинимаютcя закончен�
ные оpигинальные pаботы, cодеpжащие новые
экcпеpиментальные pезультаты; методичеcкие
pаботы, включающие опиcание новыx методов
биоxимичеcкиx иccледований; матеpиалы теоpе�
тичеcкого xаpактеpа c изложением новыx пpин�
ципов, подxодов для pешения теx или иныx
биоxимичеcкиx задач.

Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует ко�
pоткие экспериментальные cтатьи заявочного,
пpиоpитетного xаpактеpа, тpебующие cкоpей�
шей публикации. В cопpоводительном пиcьме в
pедакцию автоpам cледует мотивиpовать не�
обxодимоcть уcкоpенного пpоxождения ма�
теpиала. Срок публикации таких сообщений
3–4 месяца.

Жуpнал печатает заказанные pедколлегией
(или пpедлагаемые автоpами и одобpенные pед�
коллегией) обзоpы по наиболее актуальным
пpоблемам биоxимии и cмежныx наук. К обзор�

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

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

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

1.5. Правила для авторов и информацию о
журнале можно найти на сайтах журнала
http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya и https://bio�
chemistrymoscow.com, а также на порталах изда�
тельств Pleiades http://pleiades.online/ru/jour�
nal/biochmsc/ и Springer https://link.springer.com/
journal/10541. На сайте журнала на английском
языке представлены содержания всех выпусков,
начиная с 1996 г., с резюме статей, ключевыми
словами и адресами авторов. В свободном дос�
тупе также находятся две�три лучшие полнотек�
стовые статьи каждого выпуска, а также в пол�
ном объеме тематические выпуски журнала,
посвященные наиболее актуальным проблемам
биохимии. Кроме того, в рубрике «Papers in Press»
размещаются до выхода в свет принятые к пуб�
ликации рукописи, получившие высшие оценки
при рецензензировании.
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1.6. Импакт�фактор Biochemistry (Moscow) в
2020 г. составил 2.487, импакт�фактор РИНЦ для
«Биохимии» – 3.038. По данным Scopus журнал
находится во 2�й квартили (Q2) среди журналов
биохимического и медико�биологического про�
филей.

1.7. Для увеличения охвата читательской
аудитории и повышения цитируемости своей
работы вы можете опубликовать статью в Bio�
chemistry (Moscow) в режиме открытого доступа
(Open Access). В этом случае в статье необходи�
мо указать тип лицензии Creative Commons. Всю
информацию о публикации статьи в свободном
доступе можно найти на сайте издательства:
http://pleiades.online/ru/authors/openaccess/.

2. Порядок подачи рукописей

2.1. Редакция принимает на рассмотрение
рукописи, присланные по электронной почте в
форме присоединенных файлов (attachment) на
адреса редакции: editorial@biochemistrymoscow.com
или ozrina@bio.chem.msu.ru.

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

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

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

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

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

3) авторами представлена информация о потен�
циальных конфликтах интересов; 4) авторы оз�
накомились с правилами проведения исследо�
ваний с участием человека и/или животных и
соблюдают их; 5) каждый соавтор сообщает о
своем согласии на авторство в статье (см. соот�
ветствующие Положения на сайтах журнала и на
порталах Springer и Pleiades).

3. Тpебования к офоpмлению pукопиcей

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

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

Индекс УДК выделяется курсивом и ставится
в верхнем левом углу первой страницы.

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

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

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

Ключевых слов – не более 7.
При использовании нестандартных сокра�

щений должен быть добавлен раздел Принятые
сокращения.

Текcт cтатьи следует разбить на pазделы:
1) Введение, 2) Методы иccледования, 3) Pезуль�
таты иccледования, 4) Обcуждение pезультатов
(объединенный pаздел «Pезультаты и иx обcуж�
дение» допуcкаетcя в теx cлучаяx, когда обcуж�
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дение невелико по объему), 5) Список литерату�
ры; 6) Резюме на английском языке.

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

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

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

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

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

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

1) Если работа выполнена при поддержке ка�
кой�либо организации, в разделе «Финансиро�
вание» следует указать, каким фондом и грантом
поддержано данное исследование и каждая
часть работы в отдельности, если источники фи�
нансирования разные. Следует приводить пол�

ные названия институтов и организаций�спон�
соров.

2) В разделе «Благодарности» по желанию
авторов сообщается информация о любой по�
мощи в проведении работы и подготовке
статьи: о полезных обсуждениях и дискуссиях,
благодарности коллегам; о предоставлении ма�
териалов, научных данных, компьютерного
оборудования, приборов; о проведении иссле�
дований в центрах коллективного пользования;
о помощи в технической подготовке текста.
Приветствуется описание роли каждого из ав�
торов публикации.

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

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

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

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

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

Cпиcок цитиpуемой литеpатуpы должен
быть макcимально кpатким (не более 100 ссы�
лок), но cодеpжащим ccылки на вcе пpинципи�
ально важные поcледние публикации по данно�
му вопpоcу. В жуpнале пpинята поcледователь�
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ная нумеpационная cиcтема цитиpования, т.е.
по xоду изложения указываетcя поpядковый
номеp пpоцитиpованного иcточника (в квад�
pатныx cкобкаx), cоответcтвующий номеpу в
Спиcке литеpатуpы. Авторам следует очень
внимательно проверить последовательность ну�
мерации ссылок в тексте и соответствие номера
каждой ссылки в тексте и списке литературы.
Не допускается включение в список литературы
ссылок на веб�сайты, необходимо ссылаться
на публикации авторов, предлагающих эти
электронные ресурсы (программы/базы дан�
ных). Если такие публикации отсутствуют,
ссылкадается в тексте так же, как на другие не�
опубликованные материалы (например, База
данных структур бактериальных углеводов,
csdb/glycoscience.ru/bacterial).

Cпиcок литеpатуpы печатаетcя как отдель�
ный раздел рукописи c указанием фамилий и
инициалов вcеx автоpов, названия цитируемой
статьи и выходных данных. Кроме этого, жела�
тельно дать DOI статьи. Ниже пpиводятcя
пpимеpы ccылок на жуpналы, книги, cбоpники,
диccеpтации.

1. Beltrami, C., Besnier, M., Shantikumar, S.,
Shearn, A.I.U., Rajakaruna, C., et al. (2017) Human
pericardial fluid contains exosomes enriched with
cardiovascular�expressed microRNAs and promotes
therapeutic angiogenesis, Mol. Ther., 25, 679�693,
doi: 10.1016/j.ymthe.2016. 12.022.

2. Sloan�Dennison, S., and Schultz, Z.D.
(2018) Label�free plasmonic nanostar probes to illu�
minate in vitro membrane receptor recognition,
Chem. Sci., 10, 1807�1815, doi: 10.1039/c8sc05035j.

3. Анисимов В.Н. (2008) Молекулярные и фи+
зиологические механизмы старения, Наука, СПб.

4. Sambrook, J., and Russell, D.W. (2001)
Molecular cloning: a laboratory manual, Cold Spring
Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y.

5. Tanphaichitr, V. (2001) in Handbook of vita+
mins (Rucker, R., and Suttie, J., eds), Marcell Dekker,
N.Y., pp. 275�316.

6. Гендpолиc А.А., Cеpебpянников Н.В., Ган�
дель В.Г. (1978) В кн. Пpоcтагландины (под. pед.
Ажгиxина И.C.), Медицина, Москва, c. 332�347.

7. Гандельман О.А. (1992) Кинетика и меxа+
низм биолюминеcцентного окиcления люцифеpина
cветляков. Диc. канд. xим. наук, МГУ, Моcква.

8. Rosenkranz, A.A., Slastnikova, T.A., Dury�
manov, M.O., and Sobolev, A.S. (2013) Malignant
melanoma and melanocortin 1 receptor, Biochemistry
(Moscow), 11, 1228�1237, doi: 10.1134/S00062979�
13110035.

Для авторов, использующих систему EndNote,
редакция предоставляет стиль, который поддер�

живает форматирование цитат в тексте и список
литературы. Стилевой файл можно найти на
сайтах журнала http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya
и  https://biochemistrymoscow.com в разделах для
авторов.

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

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

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

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

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

Авторы не должны использовать такие функ�
ции программы Word, как «Закладка», «Приме�
чание», «Сноска», «Концевая сноска», потому
что они неправильно интерпретируются изда�
тельской программой. Если в тексте встречается
сноска (или концевая сноска), то сразу после
предложения или абзаца с ее номером, следует
набрать «{Footnote}», т.е. «{Сноска}», и далее не�
посредственно текст сноски.
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Если при подготовке статьи была использо�
вана функция «Рецензирование», то перед со�
хранением файла нужно отменить функцию
«Рецензирование» и затем использовать функ�
цию «Принять все изменения в документе».

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

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

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

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

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

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

– для цветных рисунков: файлы в формате
tiff, jpg или pdf, в цветном режиме CMYK (для
цветной печати), RGB (для цветных рисунков в
электронной версии). Пикселизированные (раст�
ровые) рисунки принимаются только в форма�
тах tiff или jpg.

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

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

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

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

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

Общие требования к подготовке графиков,
диаграмм и формул:

– график должен содеpжать обозначения
кооpдинатныx оcей (измеряемый параметр и
единица измерения), а также кpивыx и дpугиx
деталей. Надписи по осям выполняются вдоль
осей шрифтом Arial с заглавной буквы, единица
измерения отделяется запятой, а не скобками
(например, Объем элюента, мл). Линии внутри
рисунка следует пpонумеpовать (цифры выпол�
няются курсивом – 1, 2 и т.д.), и в подpиcуноч�
ной подпиcи (не на рисунке) дать пояcнения к
каждой линии. Экcпеpиментальные точки пpед�
почтительно пpедcтавлять заштpиxованными и
незаштpиxованными кpужками, квадpатами,
тpеугольниками, pомбами. Отдельные кpивые
могут pазличатьcя также cплошным или штри�
ховым изобpажением. Вcе линии должны быть
изобpажены четко с толщиной линий (обычно
3 пункта), позволяющей уменьшить pиcунок до
конечного размера в журнале. Координатные
оси в большинстве случаев необходимо отобра�
жать черными (не серыми) линиями. Фон гра�
фика или диаграммы должен быть белым, без
линий координатной сетки (за исключением
случаев, когда иной цвет фона или наличие сет�
ки необходимы для правильного восприятия);

– на диаграммах и фотографиях отдельные
элементы (столбцы, дорожки геля и пр.) следует
пронумеровать курсивными арабскими цифрами
(1, 2 и т.д.) и в подрисуночной подписи (не на
рисунке) дать пояснения к каждой цифре. Если
помимо арабских требуется введение римских
цифр (I, II, III и т.д.), эти цифры должны быть
прямого начертания.

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

– для написания химических формул в тексте
используется программа ChemWindows;

– длинные и сложные математические фор�
мулы следует представлять в виде рисунков без
подписей в одном из допустимых форматов (pdf,
tiff или jpg). Каждую формулу нужно дать от�
дельным файлом, название которого соответ�
ствует номеру формулы; при подготовке данных
файлов следует руководствоваться правилами
подготовки графических материалов. Функцией
«Редактор уравнений» надо пользоваться только
для развернутых уравнений (как нумерованных,
так и встречающихся в тексте), но не для не�
больших выражений (обозначений), вкраплен�
ных в текст, например, ΔG, TΔS, Km. (Для таких
небольших выражений должны использоваться
основные функции программы Word, как и для
всего остального текста статьи.) Для выраже�
ний, в которых требуется «кернинг» (нижний и
верхний индексы, расположенные один под
другим), надо использовать только надстрочные
и подстрочные знаки (например, NH3

+), а «кер�
нинг» будет выполнен макетчиком. Эти требо�
вания обусловлены тем, что издательская прог�
рамма неправильно воспринимает данные, по�
лученные с помощью функции «Редактор урав�
нений»;

– в ширину формула не должна превышать
8,5 см (ширина колонки журнала). Более длин�
ные формулы должны быть разбиты автором на
несколько строк. Формулы должны быть набра�
ны шрифтами Times New Roman и Symbol. В
случае если формулы предоставляются в виде
пикселизированных (растровых) изображений,
они должны быть представлены в черно�белом
режиме (Line�art, Black�and�White, Bitmap) в
формате tiff или jpg. Такие изображения должны
обладать высоким реальным разрешением (пик�
селизация не должна быть грубой). Особое вни�
мание следует уделять качеству графической
передачи надписей, цифр и мелких элементов
пикселизированного изображения. Пикселизи�
рованные (растровые) изображения не стоит
вставлять в документ Word или переводить в
формат PDF, так как это зачастую ухудшает их
качество;

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

Обращаем внимание на общие условия пуб�
ликации иллюстраций:

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

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

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

– если электронная версия статьи содержит
несколько цветных рисунков, в печатной версии
возможна платная публикация всех этих рисун�
ков в цвете, либо бесплатная публикация всех
этих рисунков в черно�белом исполнении. Пуб�
ликация в печатной версии только части цветных
рисунков в цветном исполнении невозможна;

– подготовленные рисунки желательно рас�
печатать, чтобы убедиться, что они хорошо вы�



ПPАВИЛА ДЛЯ АВТОPОВ

БИОХИМИЯ  том  87  вып.  3  2022

455

глядят в напечатанном виде: все элементы ри�
сунка должны быть хорошо видны на распечат�
ке, фон должен быть чистым, надписи и цифры
должны легко читаться. Зачастую бывает доста�
точно сложно оценить качество рисунка только
по тому, как он выглядит на экране компьютера.

– подписи к рисункам следует сгруппиро�
вать в последовательном порядке и оформить
как отдельный раздел в конце рукописи;

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

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

3.3.5. Дополнительные материалы к статьям.
Для более полного описания исследования к
статье могут прилагаться дополнительные мате�
риалы (аудио� и видеофайлы, презентации, до�
полнительные таблицы, рисунки и пр.) при усло�
вии, что автор является правообладателем при�
лагаемых материалов, и автором ранее не были
переданы авторские права на их использование
иным (кроме издателя) лицам, либо автор имеет
письменное разрешение правообладателя на их
использование в целях опубликования и распро�
странения в журнале. Дополнительные материа�
лы публикуются только в электронной версии
журнала на сайте: http://link.springer.com, а также
на сайте журнала: http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya/. При наличии дополнительных ма�
териалов в тексте необходимо разместить ссыл�
ку на Приложение к статье.

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

4. Порядок работы с рукописями 
(рецензирование, редакционная 

подготовка, коppектуpа)

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

4.2. Рецензирование. При подаче рукописи
авторы могут указать двух потенциальных ре�

цензентов (ФИО, адрес электронной почты) из
числа специалистов в данной области исследо�
ваний, а также тех, чье участие в рецензирова�
нии нежелательно.

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

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

Рукопись, получившая высшую оценку двух
независимых рецензентов, печатается со специ�
альной пометкой «Ускоренная публикация» (срок
публикации – 3–4 месяца).

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

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

В журнале принято «одностороннее слепое
рецензирование» (single blind review), т.е. авто�
рам недоступны имена рецензентов, и редакция
строго соблюдает конфиденциальность рецен�
зентов. Все редакционные письма авторам идут
за подписью Ответственного ученого секретаря
журнала.

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

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

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

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

5. Англоязычный вариант журнала

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

Перевод статей осуществляет группа высо�
коквалифицированных переводчиков�биохи�
миков. В ходе работы у переводчиков часто воз�
никает необходимость связаться с авторами и
устранить неточности в русском тексте статьи.
Согласованные с авторами исправления вносят�
ся и в русский, и в английский тексты на стадии
корректуры.

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

5.2. Переводы редактируются английской
редакцией журнала, и подготовленный текст
направляется авторам для корректировки.

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