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Работа посвящена физиологической роли гормона кисспептина, который продуцируется нейронами перед�
ней зоны гипоталамуса и является ключевым регулятором процессов репродукции. Рассматривается значе�
ние гормона в передаче информации о метаболической активности и индукции секреции гонадотропин�ри�
лизинг�гормона (Гн�РГ) гипоталамусом, определяющего процессы гестации, включая оплодотворение,
плацентацию, развитие плода и рождение ребенка. Обобщены и проанализированы данные литературы, ка�
сающиеся механизмов молекулярного действия и эффектов кисспептина на репродуктивную систему,
включая процесс инициирования пубертатного периода. Кроме того, уделяется внимание гормон�опосре�
дованным изменениям сердечно�сосудистой системы у беременных женщин. Впервые в обзоре рассмотре�
но влияние кисспептина на функциональную активность клеток иммунной системы с расшифровкой мо�
лекулярных механизмов трансдукции гормонального сигнала на уровне лимфоидных клеток, приводящее к
формированию иммунной толерантности. В заключение представлена концептуальная модель, определяю�
щая роль кисспептина как интегратора репродуктивной и иммунной функций в период физиологически
протекающей беременности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: кисспептин, беременность, гонадотропин�рилизинг�гормон, иммунная толерант�
ность.
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РОЛЬ КИССПЕПТИНА В РЕГУЛЯЦИИ РЕПРОДУКТИВНОЙ
И ИММУННОЙ ФУНКЦИЙ

Обзор
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ВВЕДЕНИЕ

Кисспептины представляют собой семей�
ство пептидов, предшественник которых зако�
дирован в гене KISS(1. KISS(1 впервые был об�
наружен в 1996 г. как ген, продукты трансляции
которого супрессировали метастазирование ме�
ланомы [1]. Открытие состоялось в Государ�

ственном медицинском колледже г. Херши
(США), где находится известная шоколадная
фабрика «The Hershey Company», производящая
шоколад «Hersheys Kisses». Благодаря географи�
ческому расположению лаборатории, первоотк�
рыватели гена назвали его KISS(1. Однако дан�
ное название имеет под собой и научное обос�
нование, поскольку включение (SS( (suppressor

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГГ – вторичный (гонадотропный) гипогонадизм; ГГГО – гипоталамо�гипофизарно�гонад�
ная ось; Гн�РГ – гонадотропин�рилизинг�гормон; ЛГ – лютеинизирующий гормон; ПОЗ – преоптическая зона гипота�
ламуса; ФСГ – фолликулостимулирующий гормон; ХГ – хорионический гонадотропин; ЦНС – центральная нервная
система; Ac – аденилатциклаза; AMPK – AMP�активируемая протеинкиназа; AP�1 – активирующий белок 1; CaM –
кальмодулин; CaMKK2 – Ca2+/CaM�зависимая протеинкиназа 2; CREB – белок, связывающий сAMP�чувствительный
элемент; DAG – диацилглицерол; DC – дендритные клетки; E2 – эстрадиол; ERK1/2 – киназа, регулируемая внеклеточ�
ными сигналами; ERα – эстрогеновые рецепторы α; FOXP3 – транскрипционный фактор регуляторных Т�клеток
(Forkhead box P3); GnRH – ген Гн�РГ; GPCR – рецептор, сопряженный с G�белком; GPR54 (G protein receptor 54) или
KISS�1R – рецептор кисспептинов; HSP – белки теплового шока; IDO – индоламин�2,3�диоксигеназа; IL – интерлей�
кин; IL�10R1/2 – рецептор IL�10; IP3 – инозитол�1,4,5�трифосфат; iТreg – индуцибельные регуляторные Т�клетки; KISS(
1 – ген кисспептинов; KISS(1R – ген рецептора кисспептинов; MAPK – митоген�активируемые протеинкиназы; MMP –
матриксная металлопротеиназа; mTOR – мишень рапамицина у млекопитающих (mammalian target of rapamycin);
NF�κВ – ядерный фактор κВ; NK – естественные клетки�киллеры; P4 – прогестерон; PIP2 – фосфатидилинозитол�4,5�
дифосфат; PKA – протеинкиназа А; PKC – протеинкиназа С; PLC – фосфолипаза C; RORС – retinoid�related orphan
nuclear receptor; Stat – передатчик сигнала и активатор транскрипции; TGF�β1 – трансформирующий рост фактор β1;
Th – Т�лимфоцит хелпер; TIMP – тканевой ингибитор металлопротеиназ; TNF�α – фактор некроза опухоли α; TSLP�R –
рецептор к тимусному стромальному лимфопоэтину; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов.

* Адресат для корреспонденции.



ГОРБУНОВА, ШИРШЕВ

sequence) в название означает, что ген кодирует
супрессорную последовательность [1]. Позже, в
1999 г. был обнаружен рецептор для белковых
продуктов данного гена, относящийся к классу
G�белок сопряженных рецепторов (GPCR), ас�
социированных с Gαq. Из�за структурного сход�
ства с галаниновыми рецепторами вновь откры�
тый рецептор первоначально был отнесен к се�
мейству рецепторов галанина. Однако позже
было установлено, что он не способен связывать
сам галанин [2, 3].

В 2001 г. из плаценты человека был выделен
белок, состоящий из 54 аминокислотных остат�
ков (а.о.), который является продуктом KISS(1
[4]. Поскольку данный белок обладал способ�
ностью ингибировать хемотаксис и инвазию
клеток меланомы in vitro, он получил название
метастин. Первое время метастин считали но�
вым ингибитором метастической активности
опухолей, и основные исследования были на�
правлены на изучение противоопухолевой ак�
тивности данного белка [5]. В этом же году уси�
лиями нескольких независимых групп ученых
было показано, что белок, который ранее был
отнесен к семейству рецепторов галанина, яв�
ляется естественным рецептором для метасти�
на. Рецептор получил аббревиатуру GPR54
(G protein receptor 54) или KISS�1R [4, 6, 7]. В
это же время была обнаружена экспрессия

KISS�1R в плаценте, аденогипофизе и гипота�
ламусе, что послужило основанием считать ме�
тастин фактором эндокринной регуляции [7]. В
связи с этим метастин был переименован в кис�
спептин (продукт гена KISS(1), а обнаружение
молекул KISS�1R на клетках трофобласта поз�
волило сделать предположение о том, что кис�
спептин может играть роль гормона, регулиру�
ющего процессы гестации. Позже, в 2003 г., бы�
ло показано наличие кисспептина в плазме
крови человека и значительное повышение его
концентрации при беременности [8]. В этом же
году было обнаружено, что KISS(1R отсутствует
или инактивирован вследствие мутации у паци�
ентов, страдающих вторичным (гонадотроп�
ным) гипогонадизмом (ГГ) [3]. Использование
в экспериментальной практике мышей с нокау�
том KISS(1R позволило выявить ключевую роль
этого рецептора и его лиганда – кисспептина
для репродуктивной эндокринологии [9]. В
2004 г. на конференции Британского общества
эндокринологии группа ученых под руковод�
ством Валита Дхилло из Лондонского имперс�
кого колледжа сделали доклад о кисспептине
как о новом гормоне, способном вернуть фер�
тильность бесплодным женщинам [10]. Было
доказано, что ключевым регулятором секреции
гонадотропин�рилизинг�гормона (Гн�РГ) явля�
ется именно кисспептин [10, 11].
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Рис. 1. Основные структурные особенности кисспептинов, образующихся в результате пострансляционной модификации
прогормона (адаптировано по [14])



КИССПЕПТИН – РЕГУЛЯТОР РЕПРОДУКЦИИ И ИММУНИТЕТА

СТРУКТУРНО(ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ
ХАРАКТЕРИСТИКА КИССПЕПТИНА

И ЕГО РЕЦЕПТОРА

У человека ген кисспептина расположен на
длинном (q) плече хромосомы 1 (q32.3). KISS(1
кодирует прогормон, состоящий из 145 а.о., ко�
торый не обладает биологической активностью
[12]. В ходе процессинга из прогормона образу�
ются более короткие продукты прокисспептина,
состоящие из 54, 14, 13 или 10 а.о. [4, 13, 14], ко�
торые содержат общий С�терминальный дека�
пептид (кисспептин�10), необходимый для био�
логической активности [14] (рис. 1).

В головном мозге кисспептин вырабатывает�
ся двумя основными популяциями нейронов,
локализованными в преоптической зоне (ПОЗ)
и аркуатном ядре гипоталамуса. Кисспептин,
продуцируемый нейронами головного мозга, не
попадает в системный кровоток, а проявляет
свое биологическое действие на уровне гипота�
ламо�гипофизарной системы [11, 15].

Как уже было отмечено (в 2003 г.), впервые
было определено наличие кисспептина в плаз�
ме крови мужчин и небеременных женщин в
очень низких концентрациях. Источник его в
настоящее время не известен, хотя высказыва�
ется предположение, что это могут быть эндоте�
лиальные клетки [8]. Значительное повышение
кисспептина наблюдается при беременности
вследствие продукции данного гормона пла�
центой [8, 15, 16]. Хроматографический анализ
плазмы крови небеременных и беременных
женщин выявил, что основная форма циркули�
рующего кисспептина – это кисспептин�54 [6,
8]. Установлено, что in vitro кисспептины�54,
�14 и �10 секретируются клетками плаценты че�
ловека, а именно синцитиотрофобластом [8, 16,
17]. Средние концентрации кисспептина�54 в
материнской плазме составляют 1,3 пМ в пер�
вом, 4,6 пМ – во втором и 9,6 пМ – в третьем
триместрах беременности [8]. К 5 дню после ро�
дов концентрации кисспептина�54 в плазме
возвращаются к уровням небеременных жен�
щин. Период полувыведения кисспептина�54
составляет 28 мин [11]. Установлена связь меж�
ду низким уровнем циркулирующего кисспеп�
тина во время беременности и повышенным
риском выкидыша, поэтому концентрация кис�
спептина в плазме крови является важным по�
тенциальным маркером успешной беременнос�
ти [16]. Так выявлено, что уровень кисспепти�
на�10 был значительно снижен у женщин с пре�
эклампсией по сравнению с женщинами с нор�
мально протекающей беременностью [18].

Помимо беременности повышение в плазме
крови концентрации кисспептинов наблюдает�

ся при целом спектре связанных с беремен�
ностью пролиферативных аномалий трофоблас�
та, включающих в себя различные варианты пу�
зырного заноса, хориокарциному, эпителиоид�
ную трофобластическую опухоль, трофобласти�
ческую опухоль плацентарной ножки [19]. 

Реализация эффектов гормона осуществля�
ется путем связывания его молекулы со своим
специфическим рецептором KISS�1R [3, 4, 6, 7].
У человека ген KISS(1R состоит из пяти экзонов
и кодирует полипептидную цепь, состоящую из
398 а.о. (у мышей – 395 и у крыс – 396) [4]. Ре�
цептор кисспептина экспрессируется в гипота�
ламусе, гипофизе, поджелудочной железе, пла�
центе, лейкоцитах периферической крови, глад�
ких мышцах некоторых кровеносных сосудов,
яичках, селезенке, тимусе, надпочечниках и
лимфатических узлах [4, 7]. Кроме этого, KISS�
1R экспонируется на синцитиотрофобласте,
ворсинчатых и инвазирующих экстраворсинча�
тых трофобластах [17]. В головном мозге взрос�
лых людей экспрессия обнаруживается в верх�
ней фронтальной извилине, хвостатом ядре, по�
ясной извилине, гиппокампе, медуллярном
мосте, а также гипоталамусе [6]. 

ЗНАЧЕНИЕ КИССПЕПТИНА
В СТАНОВЛЕНИИ

И ФУНКЦИОНИРОВАНИИ
РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ

Интерес к кисспептину среди эндокриноло�
гов значительно вырос после выхода в свет двух
публикаций 2003 г. [3, 20], в которых было про�
демонстрировано, что у пациентов, страдающих
ГГ, KISS(1R отсутствует или инактивирован
вследствие мутации. Использование в экспери�
ментальной практике мышей с нокаутом KISS(
1R позволило выявить ключевую роль этого ре�
цептора и его лиганда – кисспептина для репро�
дукции [9].

Как известно, репродуктивная система чело�
века и млекопитающих работает по иерархичес�
кому принципу и состоит из нескольких уров�
ней организации: ЦНС, гипоталамус, гипофиз,
гонады и периферические органы/ткани�мише�
ни. Вся система строго сбалансирована благода�
ря обратным связям, что определяет гомеостаз
гипоталамо�гипофизарно�гонадной оси (ГГГО).
Ключевым моментом инициации пубертатного
периода является т.н. «секреторный скачок» го�
надотропинов, суть которого заключается в ак�
тивации ГГГО [21, 22]. Первая активация дан�
ной системы впервые происходит внутриутроб�
но в начале беременности, затем в раннем пост�
натальном периоде. Пубертатная секреция гор�
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монов является процессом реактивации ГГГО.
Запуск этих изменений происходит в результате
увеличения импульсной секреции Гн�РГ, кото�
рый является основным гипоталамическим фак�
тором, регулирующим репродуктивную функ�
цию, стимулируя гонадотрофы гипофиза к выс�
вобождению лютеинизирующего (ЛГ) и фолли�
кулостимулирующего (ФСГ) гормонов [21, 22].
Гонадотропины, в свою очередь, побуждают го�
нады к синтезу половых стероидных гормонов:
эстрадиола (Е2) прогестерона (Р4) или тестосте�
рона, которые необходимы для оогенеза и спер�
матогенеза соответственно [21, 22]. Между желе�
зами внутренней секреции существует согласо�
ванный механизм взаиморегуляции, включаю�
щий в себя отрицательные и положительные об�
ратные связи, которые уравновешивают избы�
точные эффекты одних и стимулируют недоста�

точные функции других эндокринных желез в
пределах ГГГО (рис. 2) [11, 13, 22, 23]. 

В последнее время установлено, что физио�
логическим регулятором секреции Гн�РГ явля�
ется кисспептин [11, 24]. Экспериментально по�
казано, что введение кисспептина человеку [11,
25], грызунам [26, 27, 28], овцам и обезьянам
[29, 30] приводит к выработке гонадотропных
гормонов гипофиза, и этот эффект опосредуется
благодаря активации секреции Гн�РГ гипотала�
мусом [31]. У человека и животных нейроны,
продуцирующие кисспептин и Гн�РГ, локализо�
ваны в одних и тех же областях – от преоптичес�
кой области в направлении аркуатного ядра и
ядер воронки гипоталамуса. Аксоны кисспепти�
новых нейронов образуют перикапиллярные
сплетения в области стебля воронки, т.е. в месте
секреции Гн�РГ [32]. В данной области мозга
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Рис. 2. Структура гипоталамо�гипофизарно�гонадной оси и ее регуляция кисспептином (адаптировано по [23]). Приме�
чание: (–) – отрицательная обратная связь; (+) – положительная обратная связь
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грызунов, овец и обезьян обнаружены аксосо�
матические, аксодендритные и аксоаксональ�
ные контакты между кисспептиновыми аксона�
ми и Гн�РГ нейронами [32, 33]. При этом уста�
новлено, что Гн�РГ нейроны экспрессируют
мРНК рецептора KISS�1R [34]. Кисспептин�
продуцирующие нейроны преоптической зоны
обеспечивают преовуляторный пик Гн�РГ, а
клетки аркуатного ядра– импульсный характер
секреции Гн�РГ. Выделение кисспептинов ней�
ронами, в свою очередь, избирательно регули�
руется половыми стероидами, обеспечивая ме�
ханизм, через который эстрогены могут регули�
ровать секрецию Гн�РГ. Положительная обрат�
ная связь осуществляется преимущественно че�
рез эстрогеновые рецепторы α (ERα), экспрес�
сия которых отсутствует в Гн�РГ нейронах в от�
личие от KISS�1�содержащих нейронов. Таким
образом, эстрогены реализуют свое центральное
действие через ERα, которые экспрессируются
KISS�1+ нейронами, что приводит к продукции
кисспептина и, как следствие, секреции Гн�РГ
[34, 35, 36]. Пониженный уровень половых сте�
роидов, напротив, ведет к усилению экспрессии
рецепторов к Гн�РГ на гонадотрофах гипофиза и
способствует повышенной секреции ЛГ в овуля�
цию, сопровождаемой возросшей концентра�
цией эстрогенов [13, 34].

Взаимодействие кисспептина с KISS�1R
приводит к активации фосфолипазы C (PLC) β,
которая конвертирует фосфотидилинозитол�
4,5�дифосфат (PIP2) до диацилглицерола (DAG)
и инозитол�1,4,5�трифосфата (IP3). Это приво�
дит к повышению цитоплазматического Са2+

([Ca2+]i) и последующей активацией протеинки�
назы С (РКС), которая фосфорилирует каскад
митоген�активируемых протеинкиназ (MAPK),
включающий в себя киназу, регулируемую вне�
клеточными сигналами (ERK1/2) и p38 [31, 37,
38]. В конечном итоге каскад ферментативных
реакций, сопровождающий передачу внешнего
сигнала от клеточной поверхности в ядро через
регуляцию сигнал�зависимых транскрипцион�
ных факторов, приводит к активации гена GnRH
(рис. 3) [38, 39].

Важным аспектом в действии кисспептинов
является их участие в индукции пубертатного
периода у человека и млекопитающих. Так, экс�
периментально установлено, что постоянное
введение кисспептина�10 неполовозрелым кры�
сам�самкам способствует открытию влагалища
уже на 5�й день от начала инъекций [40], а пов�
торяющееся введение кисспептина�10 неполо�
возрелым приматам индуцирует каскад преж�
девременных Гн�РГ импульсов, схожих с теми,
которые происходят в период полового созрева�
ния [40]. Кроме этого, выявлено, что экспрес�

сия KISS(1 и KISS(1R повышается в период по�
лового созревания у млекопитающих и человека
[41].

Таким образом, начало пубертатного перио�
да прямо связано с повышением уровня кис�
спептинов. В то же время для физиологически
детерминированной активации Гн�РГ в пубер�
татный период недостаточно только лишь по�
вышенной экспрессии генов кисспептина и его
рецептора, необходимы и другие функциональ�
но�анатомические трансформации. Установле�
но, что чувствительность Гн�РГ нейронов к
кисспептинам также изменяется во время поло�
вого развития. У взрослых мышей кисспептины
вызывают быструю деполяризацию более 90%
Гн�РГ нейронов и только ~ 30% нейронов у не�
половозрелых животных, хотя экспрессия
KISS(1R между возрастными группами схожа
[41]. Это различие в чувствительности Гн�РГ
нейронов было подтверждено in vivo при интра�
церебровен�трикулярном введении низких доз
кисспептина мышам, что приводило к выбросу
ЛГ только у половозрелых животных [40]. Та�
ким образом, повышенная чувствительность
Гн�РГ нейронов к кисспептинам также являет�
ся важным фактором, регулирующим репро�
дукцию.

Еще одним необходимым условием актива�
ции Гн�РГ в пубертатный период является обра�
зование минимального количества жировой
ткани в организме. Известно, что возраст ме�
нархе напрямую коррелирует с массой тела, так
как при недостатке жировых клеток пубертат не
наступает. Метаболический гормон лептин, по�
давляющий аппетит, действует на уровне гипо�
таламуса, контролирует чувство голода, регули�
рует потребление пищи, метаболизм жировой
ткани, энергетический гомеостаз, процессы
роста и развития [42]. Было сделано предполо�
жение, что лептин, продуцируемый жировой
тканью, действует как важный фактор в пубер�
татном развитии. У грызунов лептин может вли�
ять на начало пубертатного периода, поскольку
его введение снижает возраст, в котором проис�
ходит половое созревание у крыс и мышей [43].
Была выдвинута гипотеза о том, что лептин
участвует в передаче метаболической информа�
ции, поступающей с периферии в Гн�РГ�проду�
цирующие нейроны. Однако данная гипотеза не
подтвердилась, поскольку Гн�РГ нейроны не
экспрессируют рецепторы лептина [44]. Вскоре
несколько групп исследователей показали, что
кисспептин является не только фактором нас�
тупления половой зрелости, но и участвует в
контроле метаболизма [45], поскольку 40% кис�
спептин�продуцирующих нейронов аркуатного
ядра экспрессируют рецепторы лептина [44]. Та�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  8  2020

991



ГОРБУНОВА, ШИРШЕВ

ким образом, репродуктивные эффекты лепти�
на реализуются через кисспептин, который яв�
ляется связующим звеном, посредством которо�
го лептин может проявлять свои биологические
функции. KISS�1R, рецепторы лептина и Гн�РГ
коэкспрессированы и колокализованы в аркуат�
ном ядре и некоторых других областях гипотала�
муса, т.е. представляют собой единую функцио�
нальную подсистему, напрямую связанную с
процессом размножения [46, 47]. Действие кис�
спептина и лептина на репродуктивную функ�
цию соподчинены: кисспептин напрямую сти�
мулирует экспрессию GnRH и повышает секре�
цию Гн�РГ гипоталамусом, что ускоряет наступ�
ление половой зрелости, тогда как лептин
действует опосредованно через кисспептин [48].
Поэтому кисспептин является не только важ�
нейшим фактором становления пубертатного
периода, но и является необходимым звеном

для передачи метаболической информации, ко�
торая поступает с периферии в Гн�РГ�продуци�
рующие нейроны. 

Функциональный антагонист лептина –
пептидный гормон грелин, также участвует в ре�
гулировании энергетического гомеостаза и реп�
родуктивной системы [49]. Грелин синтезирует�
ся преимущественно в париетальных клетках
желудка, заметно меньше в ЦНС. Грелин�про�
дуцирующие нейроны обнаружены в аркуатном
ядре гипоталамуса и гипофизе [42]. Согласно
исследованиям in vitro, введение грелина инги�
бирует секрецию Гн�РГ и ЛГ [50, 51]. Введение
грелина, а также гипергрелинемия, вызванная
ограничением пищи, приводят к снижению
экспрессии гена KISS(1 и импульсной актив�
ности Гн�РГ нейронов [52, 53]. Эти результаты
показывают, что вызванное грелином снижение
гипоталамической экспрессии KISS(1 может
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Рис. 3. Предполагаемая схема трансдукции гормонального сигнала кисспептина на уровне нейронов головного мозга
(адаптировано по [38])



КИССПЕПТИН – РЕГУЛЯТОР РЕПРОДУКЦИИ И ИММУНИТЕТА

быть одним из ключевых факторов ингибирова�
ния репродуктивной функции [53]. Таким обра�
зом, лептин, сигнализирующий об избытке
энергии и подавляющий аппетит, стимулирует
Гн�РГ посредством связывания со своим рецеп�
тором и, тем самым, активирует выработку кис�
спептина ядрами гипоталамуса. Тогда как гре�
лин, сигнализирующий об энергетической не�
достаточности, подавляет секрецию Гн�РГ и
снижает экспрессию мРНК кисспептина в арку�
атном ядре гипоталамуса [54]. Таким образом,
оба гормона – лептин и грелин, составляющие
антагонистическую пару, реализуют свои эф�
фекты через повышение или понижение кис�
спептина.

Все это свидетельствует о непосредственном
участии кисспептина в индукции секреции Гн�
РГ – ключевого регулятора процессов репро�
дукции. Без кисспептина наступление пубертат�
ного периода и последующая полноценная реа�
лизация половой функции невозможна.

РЕГУЛЯЦИЯ КИССПЕПТИНОМ
ПРОЦЕССА БЕРЕМЕННОСТИ

Процесс беременности представляет собой
сложную цепь событий, включающую в себя оп�
лодотворение с последующим формированием
и имплантацией бластоцисты, плацентацию,
развитие плаценты, плода и рождение ребенка.
На каждом из указанных этапов функционирует
сложный комплекс внутрисистемных взаимо�
действий, благодаря которому происходит ус�
пешное формирование эмбриона (плода). Ос�
новную роль в этих процессах играют гормоны и
белки беременности [21, 22]. Поскольку в пери�
од беременности в центральном кровотоке кон�
центрация кисспептина значительно повышает�
ся благодаря плацентарному синтезу, по сравне�
нию с небеременными женщинами [8], то кис�
спептин, несомненно, оказывает влияние на все
этапы развития беременности. Уже на 7�е сутки
после оплодотворения начинаются процессы
формирования плаценты. Рост трофобласта и
его внедрение в децидуальную оболочку матки
имеет решающее значение для развития плацен�
ты и плода [55]. Как и раковые клетки, трофоб�
ласт секретирует протеазы разрушающие белки
внеклеточного матрикса для проникновения в
подлежащие ткани. Экстраворсинчатый тро�
фобласт экспрессирует белки теплового шока
(HSP) 27, что коррелирует с активностью матри�
ксных металлопротеиназ (MMP) 2 [56]. Исход�
ное содержание HSP27 в раковых клетках зна�
чительно выше, чем в нормальных клетках, что
определяет устойчивость к апоптозу раковых

клеток [57]. Это прямо связано с метастатичес�
ким потенциалом раковых клеток [58]. MMPs
представляют собой семейство Zn� и Са2+�зави�
симых эндопептидаз, которые после активации
разрушают компоненты межклеточного мат�
рикса, что приводит к инвазии клеток трофоб�
ласта или раковых клеток [59], поэтому повы�
шенная экспрессия ММРs определяет патогенез
многих заболеваний [59, 60, 61]. Инвазия тро�
фобласта в стенку матки имеет некоторое сход�
ство с прорастанием опухолевых клеток в подле�
жащие ткани: увеличение клеточной пролифе�
рации, снижение гибели клеток, повышенное
кровоснабжение и инвазия окружающих тканей
[62], но отличается от нее жесткой регулируе�
мостью процесса. В число регуляторных меха�
низмов, ограничивающих трофобластную инва�
зию, входят паракринные и аутокринные факто�
ры, синтезируемые трофобластом и децидуаль�
ной оболочкой. Среди последних основная роль
принадлежит трансформирующему фактору
роста β1 (TGF�β1), который продуцируется в I
триместре децидуальными клетками [63, 64] и
ограничивает плацентарную инвазию благодаря
усилению секреции тканевых ингибиторов ме�
таллопротеиназ (TIMPs) клетками цитотрофоб�
ласта, ингибируя их способность к миграции
[63, 65]. В индукцию ингибирования инвазии
трофобласта наряду с Гн�РГ [64] и фактором
некроза опухоли TNF�α, продуцируемого деци�
дуальными макрофагами [66] и хорионом [67,
68], вовлечен в полной мере и кисспептин [17,
64]. 

Учитывая, что кисспептин одновременно
является индуктором плацентарного Гн�РГ, то
эффект контроля инвазии трофобластов значи�
тельно усиливается. Участие кисспептинов в
контроле плацентарной инвазии подтверждает�
ся тем, что экспрессия KiSS(1 и KISS(1R пони�
жена в клетках хориокарциномы [66], но наибо�
лее выражена в клетках трофобласта в I тримест�
ре беременности [17, 69, 70]. Известно, что мно�
гие плацентарные патологии, ассоциированные
с аномальной инвазией, происходят именно в
этот период беременности [69, 71]. В ряде иссле�
дований было показано, что кисспептины конт�
ролируют инвазию трофобласта [72] посред�
ством снижения активности некоторых MMPs
[14, 16, 73], в частности, K. Yoshioka et al. впер�
вые показали, что кисспептин�54 снижает
экспрессию ММР�2 [60]. С помощью анализа
миграции и инвазии клеток трофобласта было
выявлено, что добавление кисспептина�10 при�
водит к снижению экспрессии ММР�2 в пер�
вичных клетках трофобласта и, как следствие, к
уменьшению миграционной способности кле�
ток трофобласта [74]. В этом же исследовании
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авторами было продемонстрировано, что кис�
спептин�10 ингибировал экспрессию ММР�1, 3,
7, 9, 10 и 14 и повышал экспрессию TIMP 1 и 3 в
клетках трофобласта. Исследования на опухоле�
вых клетках, а также на клетках трофобласта,
показали, что кисспептин ингибирует актив�
ность ММР�2 и ММР�9, блокируя транслока�
цию ядерного фактора κВ (NF�κВ), вследствие
чего уменьшается сродство NF�κВ с промото�
ром ММР�2 и ММР�9, участвующих в распаде
внеклеточного матрикса путем деградации кол�
лагенов IV и V типов. Таким образом, кисспеп�
тин способствует снижению экспрессии ММР�2
и ММР�9, что, в свою очередь, ингибирует спо�
собность опухолевых клеток образовывать ме�
тастазы, а у клеток трофобласта снижает мигра�
ционную способность [75]. Помимо ингибиро�
вания инвазивной способности, кисспептины
снижают подвижность клеток и их адгезию [4].
Кроме того, кисспептин является фактором, ко�
торый вместе с другими провоспалительными
цитокинами, например TNF�α, сдерживает рост
трофобласта посредствам активации апоптоза
[76]. Показано, что введение кисспептина инду�
цирует апоптоз в плацентарных эксплантах,
причем данный эффект зависит от дозы гормо�
на [77, 78].

Другим важным эффектом кисспептина,
сдерживающим инвазивный рост гемохориаль�
ной плаценты, является супрессия неоваскуляр�
ных процессов. Установлено, что кисспептин
ингибирует экспрессию фактора роста эндоте�
лия сосудов (VEGF), таким образом, контроли�
руя образование эмбриональных сосудов и рост
новых сосудов в уже существующей сосудистой
системе [74]. На крысах с синдромом гиперсти�
муляции яичников показано, что введение кис�
спептина�10 приводит к снижению проницае�
мости сосудов за счет активации KISS(1R и ин�
гибирования VEGF [79]. Кроме этого, выявле�
но, что кисспептин оказывает выраженное сосу�
досуживающее действие на гладкомышечные
клетки сосудов матери посредством изменения
синтеза эйкозаноидов, предшественником ко�
торых является арахидоновая кислота, и может
играть физиологическую и/или патологическую
роль в регуляции тонуса сосудов [80].

В период беременности в организме женщи�
ны наблюдаются существенные изменения, ка�
сающиеся деятельности сердечно�сосудистой
системы. Эта система в период беременности
работает с увеличенной нагрузкой, что обуслов�
лено ускорением метаболизма, увеличением об�
щего объема циркулирующей крови, развитием
дополнительного круга кровообращения (пла�
центарно�маточного), а также ростом плода и
увеличением массы тела матери. Установлено,

что рецепторы кисспептина в большом количе�
стве экспрессированы на поверхности аорты,
коронарных артериях и пуповине [81]. На мы�
шах было продемонстрировано, что киссептин�
10 является мощным вазоконстриктором и ин�
гибитором ангиогенеза [82]. В гладкомышечных
клетках аорты человека кисспептин�10 значи�
тельно подавляет индуцированную ангиотензи�
ном II миграцию, пролиферацию клеток и уси�
ливает апоптоз [81, 82]. Таким образом, кис�
спептин является важным негативным регуля�
тором прогрессирования неоплазии. В то же
время это его действие во время беременности
служит фактором регулируемой инвазивности
трофобласта и не дает хориону малигнизиро�
ваться.

Кисспептин также участвует в процессе ро�
доразрешения путем стимуляции секреции ок�
ситоцина. Недавнее исследование на крысах по�
казало, что внутримозговое введение кисспеп�
тина увеличивало скорость активации нейронов
окситоцина в гипоталамусе только на 18–21 дни
беременности. Важно отметить, что гипотала�
мическая экспрессия KISS(1R у крыс является
неизменной на протяжении всей беременности.
Остается неизвестным, почему кисспептин мо�
жет связываться и активировать свой рецептор
только на поздних сроках беременности у крыс.
Вполне вероятно, что только высокие уровни
кисспептина, характерные для поздней бере�
менности у крыс, способны активировать KISS�
1R в гипоталамусе и у плода [83].

ЗНАЧЕНИЕ КИССПЕПТИНА
В ФОРМИРОВАНИИ ИММУННОЙ

ТОЛЕРАНТНОСТИ В ПЕРИОД
ФИЗИОЛОГИЧЕСКИ ПРОТЕКАЮЩЕЙ

БЕРЕМЕННОСТИ

С точки зрения иммунологии, беременность
представляет собой феномен полуаллогенной
трансплантации, но при физиологическом раз�
витии процесса отторжения чужеродного транс�
плантата не происходит [21]. Основными меха�
низмами формирования иммунной толерант�
ности во время беременности являются следую�
щие: 1) индукция фермента индоламин�2,3�ди�
оксигеназы (IDO) антигенпрезентирующими
клетками [84]; 2) увеличение числа индуцибель�
ных регуляторных Т�клеток (iТreg), угнетающих
иммунный ответ по отношению к плоду; 3) сни�
жение количества Т�лимфоцитов хелперов (Th),
продуцирующих интерлейкин (IL)�17 (Th17) и
Th1 клеток, стимулирующих цитотоксические
реакции; 4) доминирование Th2 клеток, опреде�
ляющих фетопротекцию [21, 85]. 
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Учитывая, что на различных типах клеток
иммунной системы экспрессированы рецепто�
ры для кисспептинов [4, 7], было высказано
предположение, что кисспептин, наряду с дру�
гими гормонами и белками беременности, спо�
собен эффективно модулировать иммунные ре�
акции [86]. Показано, что в организме небере�
менных женщин и мужчин кисспептин в цент�
ральном кровотоке детектируется в очень низ�
ких концентрациях и циркулирует, в основном,
на уровне сосудов головного мозга [11, 15]. Од�
нако в период беременности кисспептин проду�
цируется плацентой [8], и, соответственно, в
этот период способен оказывать системное вли�
яние на клетки иммунной системы. Нами уста�

новлено прямое влияние кисспептина на регу�
ляторные субпопуляции Т�лимфоцитов [86, 87].
Показано, что кисспептин в концентрациях, со�
ответствующих I–III триместрам беременности
способствует формированию иммунной толерант�
ности. Гормон усиливает генерацию iTreg, ак�
тивно продуцирующих IL�10, который опосре�
дует дистантный механизм иммуносупрессор�
ной активности Treg клеток [84, 88]. Кроме того,
кисспептин препятствует дифференцировке
Th17 лимфоцитов, одновременно угнетая ими
продукцию провоспалительного цитокина IL�
17A. Данный эффект гормона связан с повы�
шенной экспрессией молекул FOXP3 (тран�
скрипционный фактор регуляторных Т�клеток
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Рис. 4. Механизм реализации эффектов кисспептина в регуляции дифференцировки CD4+T�лимфоцитов периферичес�
кой крови в iTreg и Th17 клеток [90]. Примечание: Stat – передатчик сигнала и активатор транскрипции; IL�10R1/2 – ре�
цептор IL�10
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(Forkhead box P3)), продукт которого – скур�
фин – определяет супрессорный потенциал
Тreg клеток, а FOXP3 конкурирует с RORС
(retinoid�related orphan nuclear receptor), ответ�
ственного за дифференцировку Th17 лимфоци�
тов [89]. 

При исследовании иммуномодулирующей
функции кисспептина были определены основ�
ные молекулярные механизмы действия гормо�
на на уровне регуляторных CD4+T�лимфоцитов
(рис. 4) [90]. Установлено, что взаимодействие
гормона с KISS�1R повышает уровень внутрик�
леточного cAMP. Прирост уровня cAMP прямо
связан с процессами генерации iTreg, что прояв�
ляется в увеличении данных клеток в культуре.
Повышение cAMP приводит к активации белка,
связывающего сAMP�чувствительный элемент
(CREB) и MAPK/ERK (МЕК1/2), что способ�
ствует дифференцировке CD4+Т�лимфоцитов в
iTreg, параллельно снижая экспрессию RORС
[90]. сAMP�зависимая передача сигналов кис�
спептина, по�видимому, связана со способ�
ностью Ca2+/CaM (кальмодулин) активировать
не только MEK1/2 [91], но и аденилатциклазу
(Ac) [92]. Доминирование cAMP�зависимого
действия кисспептина в лимфоидных клетках
определяется способностью [Ca2+]i стимулиро�
вать протеинкиназу А (PKA) через Ca2+/CaM,
Ca2+/CaM�зависимую протеинкиназу 2 (CaMKK2)
и AMP�активируемую протеинкиназу (AMPK)
[93]. РКА, в свою очередь, угнетает mTOR – ми�
шень рапамицина у млекопитающих (mam�
malian target of rapamycin) [94], который активи�
рует транскрипцию RORC [95] и фосфорилирует
CREB [96]. 

Таким образом, активируются, как мини�
мум, два транскрипционных фактора – активи�
рующий белок 1 (AP�1) и CREB [31], которые
индуцируют транскрипцию FOXP3 [97] и IL(10
[94], одновременно блокируя транскрипцию
RORC. Все это приводит к увеличению количе�
ства iTreg с одновременным повышением их
функциональной активности за счет усиления
секреции IL�10 и уменьшения количества Th17
со сниженной способностью к продукции IL�
17A. Данный механизм приводит к экспрессии
молекул скурфина, что поляризует CD4+T�лим�
фоциты в iTreg клетки, определяющие феномен
толерантности иммунного ответа. В целом, ме�
ханизмы гормонального контроля клеток им�
мунной системы кисспептином направлены на
угнетение цитотоксических реакций, формиро�
вание иммунного ответа типа 2 и доминирова�
ния iTreg клеток.

Также нами установлено, что кисспептин в
концентрации, соответствующей его уровню во
II триместре беременности, в котором чаще все�

го возникают аборты иммунного генеза, усили�
вает индукцию IDO моноцитами [86]. В свою
очередь, клетки, экспрессирующие повышен�
ные уровни IDO, дополнительно способствуют
генерации iTreg, а активация IDO приводит к
гибели цитотоксических Т�лимфоцитов вслед�
ствие дефицита триптофана, необходимого для
их активности и выделения токсичных продук�
тов его деградации, таких как кинуренин [85].
Все это говорит в пользу того, что кисспептин во
время беременности является важным, ранее не
учитываемым физиологическим фактором диф�
ференцировки CD4+T�клеток, сдвигая соотно�
шение Treg/Th17 в сторону Treg, что согласно
современным представлениям, является наибо�
лее важным механизмом поддержания иммун�
ной толерантности при беременности [84]. 

В период беременности супрессия адаптив�
ного иммунного ответа матери компенсируется
активацией системы естественного иммунитета.
Установлено, что главную роль в обеспечении
выживания плода играют клетки врожденного
иммунитета, основными эффекторами среди
которых являются моноциты/макрофаги [21,
98], которые осуществляют клиренсную функ�
цию, фагоцитируя патогены, клеточный детрит
и апоптотические тельца [21]. Более того, при
беременности моноциты и дендритные клетки
(DC) определяют вид иммунного реагирования,
усиливая, при сложившихся условиях, актив�
ность Тh2 лимфоцитов, отвечающих за трофи�
ческую функцию иммунной системы матери в
отношении плода [21]. В известной степени эти
процессы также регулируются кисспептином,
который стимулирует процессы фагоцитоза и
кислородзависимые механизмы микробицид�
ности моноцитов периферической крови, [99].
Известно, что активные кислородные метабо�
литы являются не только важными факторами
бактерицидности моноцитов, но и участвуют в
процессах ремоделирования тканей при физио�
логически протекающей беременности [21, 100].
В отличие от моноцитов, фагоцитарная функ�
ция нейтрофилов угнетается кисспептином в
концентрациях, соответствующих его уровню
при беременности [101]. Данный эффект гормо�
на вполне объясним, поскольку известно, что
активация нейтрофилов во время беременности
может приводить к потере плода [102, 103].

Наряду с моноцитами и нейтрофилами, ес�
тественные клетки�киллеры (NK) также явля�
ются важным компонентом врожденного имму�
нитета, составляя основную массу лимфоидных
клеток децидуальной оболочки в период бере�
менности [104]. Помимо реализации цитоток�
сических функций NK�клетки играют важную
роль в имплантации и сохранении беременнос�
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ти за счет усиления процессов неоваскулогенеза
[104]. Как известно, продукция кисспептина
трофобластом снижена у женщин со спонтан�
ными абортами и напрямую коррелирует с уров�
нем NK�клеток периферической крови и деци�
дуальной оболочки [105]. Установлено, что кис�
спептин в концентрации, характерной для бере�
менности, эффективно модулирует функцио�
нальную активность NK�клеток. Гормон увели�
чивает долю регуляторных NK�лимфоцитов
CD56bright подтипа NK3 за счет активации им
продукции TGF�β и снижения секреции фето�
токсичного интерферона�γ. При этом кисспеп�
тин может служить индуктором направленной
миграции NK�клеток в плаценту в поздние сро�
ки беременности [106]. Недавно установлено,
что кисспептин в концентрации, отражающей
его уровень при беременности, усиливает
экспрессию на NK�клетках ингибиторных мо�
лекул NKG2A и L�селектина, усиливая, тем са�
мым, регуляторный, а не цитотоксический по�
тенциал NK�клеток [107]. По�видимому, кис�
спептин во время беременности модулирует ци�
токиновый спектр NK�клеток, что лежит в ос�
нове снижения цитотоксической функции с од�
новременным приобретением ими регуляторно�
го потенциала.

Помимо непосредственного влияния кис�
спептина на лейкоциты периферической крови
во время беременности, он способен модулиро�
вать функциональную активность и процессы
созревания DC тимуса [108]. Известно, что в ти�
мусе формируются основные эффекторные и
регуляторные субпопуляции Т�лимфоцитов. Во
время беременности происходит стероид�инду�
цированная инволюция тимуса, способствую�
щая формированию иммунной толерантности,
которая определяет успешное развития полуал�
логенного плода [109]. Тимические DC играют
ключевую роль в поддержании аутотолерант�
ности. Они развиваются из ранних лимфоидных
предшественников и осуществляют отрицатель�
ную селекцию аутореактивных тимоцитов [110],
а также участвуют в индукции направленности
дифференцировки предшественников Т�лим�
фоцитов. Выделяют миелоидные (m) и плазмо�
цитоидные (p) DC тимуса, которые участвуют в
регуляции клеточной дифференцировки. Изве�
стно, что во время беременности в перифери�
ческом кровотоке увеличивается доля pDC, вы�
полняющих толерогенную функцию. Эти клет�
ки усиленно продуцируют такие цитокины, как
IL�10 и TGF�β1, приводящие к формированию
aTreg и, как следствие, иммунной толерантности
[111]. Показано, что у животных с дефицитом
KISS�1R наблюдается увеличение клеточности
и массы тимуса. Одновременно у этих животных

снижается доля Treg и увеличиваются процессы
созревания DC в тимусе [112]. Учитывая, что
mDC тимуса принимают непосредственное
участие в дифференцировке T�клеток, можно
предполагать, что кисспептин является физио�
логическим регулятором системной девиации
основных эффекторных и регуляторных субпо�
пуляций Т�клеток (Th1, Th2, Treg, Th17) в пери�
од беременности. В проведенных нами исследо�
ваниях по изучению гормональной регуляции
процессов дифференцировки DC тимуса было
установлено, что кисспептин в концентрациях,
характерных для II и III триместров беремен�
ности, непосредственно регулирует данный
процесс. Гормон снижает общее количество
mDC (CD11c+) и mDC, экспрессирующих ре�
цептор к тимусному стромальному лимфопоэ�
тину – TSLP�R (CD11c+TSLP�R+), что приводит
к снижению индукции mDC формировать Th17
[108]. 

Учитывая, что mDC наиболее чувствительны
к эффектам кисспептина во второй половине
беременности, действие гормона будет способ�
ствовать угнетению дифференцировки Th17 на
уровне тимуса в этот период. Не исключено, что
подавление кисспептином дифференцировоч�
ного потенциала mDC тимуса во время бере�
менности может быть одним из звеньев в цепи
стероид�индуцируемой инволюции тимуса в
этот период. 

Таким образом, кисспептин во время бере�
менности получает возможность модулировать
не только процессы репродукции, но и функци�
ональную активность клеток иммунной систе�
мы, включая тимический этап дифференциров�
ки. Можно предположить, что кисспептин яв�
ляется гормоном, регулирующим не только реп�
родуктивную и иммунную системы, но и, наря�
ду с другими гормонами репродукции, процес�
сы взаимодействия этих систем между собой.

Обобщение представленных данных и их
анализ позволяет заключить, что кисспептин�54
является доминирующим в семействе кисспеп�
тинов и содержит, как и все кисспептины, дека�
пептид, определяющий основные эффекты гор�
монов данного семейства. Гормон регулирует
физиологические функции на уровне гипотала�
мо�гипофизарной системы, регулируя пубертат�
ный период и последующую фертильность, оп�
ределяя механизм функционирования гонадос�
тата. В то же время гормон принимает активное
участие в процессе беременности, начиная от
времени оплодотворения яйцеклетки до родов и
периода лактации. Его интегрирующая функция
тесно связана со способностью инициировать
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синтез и секрецию Гн�РГ как в гипоталамусе,
так и клетках трофобласта, продуцирующих его
во время беременности. Плейотропность эф�
фектов кисспептина определяется многообра�
зием клеток�мишеней, экспрессирующих спе�
цифические гормональные рецепторы – KISS�
1R. Взаимодействие гормона с этими рецепто�
рами запускает цепь молекулярных событий,
приводящих к различным результатам, разнооб�
разие которых зависит от типа ткани или кле�
ток, которые в силу дифференцировки реагиру�
ют на гормональное воздействие экспрессией
или репрессией специфических генов. Так, на
уровне гипоталамических ядер результатом воз�
действия кисспептина будет активирование
синтеза и секреции Гн�РГ, в клетках трофоблас�
та – секреции Гн�РГ с одновременным сниже�
нием продукции белков MMP и VEGF, а также
ферментов, конвертирующих арахидоновую
кислоту в вазоактивные эйкозаноиды. Специ�
фическое связывание кисспептина с клетками
иммунной системы, которое в основном проис�
ходит в период плацентарного синтеза гормона,

будет способствовать формированию условий
иммунной толерантности к антигенам плода,
что определит успешность гестационного про�
цесса. Данные условия, с одной стороны, опре�
деляются взаимодействием кисспептина с
CD4+T�лимфоцитами, что обуславливает их
трансформацию в регуляторные клетки супрес�
сорного типа – Treg, с одновременным угнетени�
ем дифференцировки Th17 и их функциональ�
ной активности. С другой стороны,  NK�клетки
под влиянием гормона специализируются в
NK3 (CD56bright, TGFβ+), регуляторный подтип с
пониженной цитотоксической активностью в
отношении фетальных клеток. В то же время
моноциты реагируют на кисспептин усиленной
экспрессией IDO – основного индуктора Treg и
апоптоза фетотоксических Т�лимфоцитов, с од�
новременной активацией клиренсной функции,
необходимой для успешного роста новых клеток
плаценты. Напротив, угнетая фагоцитарную ак�
тивность нейтрофилов, кисспептин снижает
возможность развития воспалительной реак�
ции, развитие которой может иметь фатальные
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Рис. 5. Регуляция кисспептином репродуктивной и иммунной функций
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последствия для внутриутробного развития пло�
да. На уровне тимуса кисспептин не только при�
нимает участие в его инволюции, но и регулиру�
ет созревание тимических mDC, приводя к фор�
мированию субпопуляций Т�клеток, способ�
ствующих индукции периферической толерант�
ности иммунной системы матери к антигенам
плода. Таким образом, один гормон координи�
рует в разные возрастные периоды важные для
данного физиологического момента ключевые
функции, которые дополняют и усиливают
действия друг друга (обобщающие эффекты гор�
мона представлены на рис. 5).

Возможно изучение роли кисспептина как
регулятора взаимодействия репродуктивной и

иммунной систем может открыть ранее неизве�
стные механизмы гормонального контроля над�
системного уровня.
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The work is focused on physiological role of the hormone kisspeptin produced by neurons of the hypothalamus ante�
rior zone, which is a key regulator of reproduction processes. Role of the hormone in transmission of information on
metabolic activity and induction of the secretion of gonadotropin�releasing hormone (GnRH) by the hypothalamus
that determines gestation processes involving fertilization, placentation, fetal development, and child birth is consid�
ered. The literature data on molecular mechanisms and effects of kisspeptin on reproductive system including puber�
ty initiation are summarized and analyzed. In addition, attention is paid to hormone�mediated changes in the car�
diovascular system in pregnant women. For the first time, the review examines the effect of kisspeptin on functional
activity of immune system cells presenting molecular mechanisms of the hormone signal transduction on the level of
lymphoid cells that lead to the immune tolerance induction. In conclusion, a conceptual model is presented that
determines the role of kisspeptin as an integrator of reproductive and immune functions during pregnancy.
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Длительное время бронхиальную астму (БА) считали гомогенным заболеванием. Однако в последних ис!
следованиях появляется все больше доказательств ее гетерогенности. Подразделение астмы на отдельные
фенотипы основывается на клинико!физиологических особенностях, анамнезе и ответе на терапию. В дан!
ном обзоре рассматриваются пять наиболее часто выделяемых фенотипов БА. Отдельного внимания заслу!
живает нейтрофильная БА, поскольку нейтрофилия легких тесно связана с тяжестью заболевания и устой!
чивостью к традиционной терапии кортикостероидами. Особое внимание уделяется рассмотрению молеку!
лярных механизмов патогенеза нейтрофильной БА и роли Th1! и Th17!клеток в её формировании. Кроме
того, в данном обзоре представлены современные сведения о биологии нейтрофилов. Установлено, что
нейтрофилы представлены, по меньшей мере, тремя субпопуляциями с различными биологическими функ!
циями. Учитывая это, тотальная элиминация нейтрофилов из легких может приводить к неблагоприятному
эффекту. Основываясь на новых знаниях о патогенезе нейтрофильной БА и биологии самих нейтрофилов,
в обзоре проведен анализ существующих способов лечения нейтрофильной БА и выделены возможные нап!
равления в разработке подходов к терапии данной формы БА в будущем.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фенотипы бронхиальной астмы, Th17!клетки, нейтрофилы.
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ВВЕДЕНИЕ

Бронхиальная астма (БА) – гетерогенное за!
болевание, обычно характеризующееся хрони!
ческим воспалением дыхательных путей [1]. За
последние десятилетия резко возросло количе!
ство больных БА, в отдельных странах заболева!
емость достигает 15–18% [2]. В России общее
число больных БА приближается к 10 млн чело!
век, что составляет ~ 7% населения страны [3].

Рост распространенности БА, по всей види!
мости, связан с недостаточностью существую!
щих способов терапии, которая на сегодняшний
день предусматривает применение кортикосте!

роидов, ингибиторов лейкотриенов и бронходи!
лататоров. Эти препараты снижают выражен!
ность проявлений астмы у значительной доли
пациентов [1]. Успешно применяют аллерген!
специфическую иммунотерапию (АСИТ) –
единственный патогенетически!значимый вид
лечения БА [4]. Однако АСИТ имеет ряд огра!
ничений, основное из которых – опасность воз!
никновения нежелательных местных и систем!
ных реакций (~ у 3,7% пациентов). К тому же
АСИТ не используется в лечении пациентов с
неаллергической БА [5].

С раскрытием молекулярных и клеточных
механизмов патогенеза БА появляются новые
способы терапии, главным образом препараты на
основе моноклональных антител, направленные
против ключевых воспалительных факторов, ча!
ще всего цитокинов и их рецепторов [6]. Однако
клинические исследования большинства из них
еще продолжаются, а их результаты зачастую
противоречивы, что можно объяснить гетероген!
ностью БА. Появляется все больше исследова!
ний, доказывающих существование различных
клинических и молекулярных фенотипов БА [7].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БА – бронхиальная астма;
ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения; АСИТ –
аллерген!специфическая иммунотерапия; ILC2 – врож!
денные лимфоидные клетки 2 типа (type 2 innate lymphoid
cells); АПК – антиген!презентирующие клетки; FeNO –
концентрация выдыхаемого оксида азота ( fractional concen"
tration of exhaled nitric oxide); NETs – нейтрофильные вне!
клеточные ловушки (neutrophil extracellular traps); КМ –
костный мозг.

* Адресат для корреспонденции.
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ФЕНОТИПЫ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ

Существующий термин «астма» [8] описыва!
ет ряд клинических симптомов и характеризует
не одиночное заболевание, а целую группу забо!
леваний дыхательных путей. Знания о БА, сфор!
мировавшиеся в 1990–2000 гг., соответствовали
тому уровню развития науки и были достаточ!
ными для успешного проведения клинических
испытаний неспецифических противовоспали!
тельных препаратов.

С развитием молекулярно!биологических
методов исследований удалось раскрыть моле!
кулярные и клеточные механизмы патогенеза
БА. В частности, была установлена роль Т!хел!
перов 2!го типа (Th2 – T!helper 2 cells) и врож!
денных лимфоидных клеток 2 типа (ILC2 – type
2 innate lymphoid cells), а также продуцируемых
ими цитокинов (IL!4, !5, !9 и !13) в формирова!
нии основных проявлений БА (продукция ал!
лерген!специфических антител IgE!класса, раз!
витие гиперреактивности бронхов, эозинофиль!
ное воспаление легких, ремоделирование брон!
хов и пр.) [9].

Длительное время считалось, что БА разви!
вается исключительно по Th2!зависимому меха!
низму, однако череда неудачных клинических
испытаний таргетных препаратов, подавляю!
щих Th2!ассоциированные цитокины и их ре!
цепторы [6], привела к необходимости перес!
мотра представлений о молекулярных механиз!
мах заболевания. К настоящему времени БА
рассматривается как гетерогенное заболевание,
включающее в себя несколько подгрупп, кото!
рые обозначают термином «фенотип». Под фе!
нотипом понимаются наблюдаемые свойства
организма, которые формируются при взаимо!
действии генотипа и окружающей среды [10].
Термин «фенотип» предшествовал другому тер!
мину – «эндотип». Под эндотипом понимают
конкретный биологический путь, объясняющий
наблюдаемые свойства фенотипа.

Выделение фенотипов и эндотипов БА –
вопрос дискуссионный. Разделение БА на от!
дельные фенотипы осуществляют на основе
наблюдаемых клинических характеристик,
анамнеза, физиологических особенностей с
идентифицируемыми биомаркерами и ответа на
терапию. Чаще всего выделяют следующие фе!
нотипы БА: ранняя аллергическая астма, позд!
няя эозинофильная астма, астма, вызванная
физической нагрузкой, астма, связанная с ожи!
рением и нейтрофильная астма (табл. 1) [10].

Атопическая БА (аллергическая астма с ран;
ним дебютом). Данный фенотип характеризуется
выраженными аллергическими симптомами
(АР, АК, АтД). Несмотря на то, что конкретный

возрастной предел для астмы с ранним дебютом
не определен, симптомы аллергии чаще всего
возникают в детском возрасте, а признаки са!
мой БА окончательно устанавливаются во
взрослом состоянии. Большинство пациентов с
БА имеют именно этот фенотип; как правило,
они хорошо поддаются лечению кортикостеро!
идами [15]. Аллергическая астма с ранним де!
бютом преимущественно протекает по Th2!за!
висимому механизму [16].

Кортикостероиды являются основой тера!
пии астмы. Их терапевтический эффект обус!
ловлен подавлением продукции провоспали!
тельных Th2!ассоциированных цитокинов (IL!
4, !5, !9, !13), индукцией апоптоза эозинофилов
и других провоспалительных клеток [17] и бло!
кированием высвобождения провоспалитель!
ных медиаторов – лейкотриенов. Считается, что
кортикостероидные препараты не обладают
специфическим действием на определенные
звенья патогенеза БА, однако существуют убе!
дительные доказательства их наибольшей эф!
фективности в отношении Th2!опосредованных
воспалительных заболеваний [18].

Помимо неспецифической терапии корти!
костероидами, для лечения данного фенотипа
БА применяют специфичные препараты на ос!
нове моноклональных антител, направленные
против молекулярных компонентов Th2!им!
мунного пути (IgE, Th2!ассоциированные цито!
кины и их рецепторы) [6]. В настоящее время
для лечения БА в мире и в России, в частности,
одобрены следующие таргетные препараты на
основе моноклональных антител: Reslizumab
(анти!IL!5), Mepolizumab (анти!IL!5), Benrali!
zumab (анти!IL!5), Dupilumab (анти!IL!4/IL!13)
и Omalizumab (анти!IgE).

Поздняя эозинофильная астма характеризу!
ется наличием значительного количества эози!
нофилов в мокроте и периферической крови. К
этому фенотипу принято относить БА, при ко!
торой доля эозинофилов в мокроте превышает
2% от всех лейкоцитов [19]. Частота встречае!
мости БА с таким фенотипом достоверно не из!
вестна; в некоторых исследованиях показано,
что данный фенотип может достигать 50% от
всех случаев БА [20]. Несмотря на выраженную
эозинофилию, симптомы аллергии у этих паци!
ентов, как правило, возникают не в детстве, а во
взрослом возрасте. Эта форма астмы часто соп!
ровождается синуситом и полипозом носовой
полости [16]. Астма данного фенотипа зачастую
протекает тяжело, при этом большое количество
эозинофилов сохраняется, несмотря на лечение
ингаляционными и пероральными кортикосте!
роидами [21]. Данный фенотип, в отличие от
ранней аллергической БА, скорее всего, разви!
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вается не только по Th2!зависимому пути, а по
более сложному IgE!независимому механизму с
вовлечением в патогенез ILC2 и цитокина IL!33.
Эпителиальные клетки под воздействием пато!
генетических стимулов высвобождают IL!33,
который активирует ILC2. Последние являются
мощными продуцентами IL!5 [22], который от!
вечает за привлечение и созревание эозинофи!
лов [23]. На моделях у мышей показано, что да!
же в отсутствие Т! и В!клеток ILC2 индуцирова!
ли формирование ГРБ и эозинофилию легких
[24].

Эозинофилы обычно очень чувствительны к
кортикостероидам, так как последние индуци!
руют их апоптоз [25]. Поэтому удивительно, что,
несмотря на лечение ингаляционными корти!
костероидами, эозинофилы сохраняются на по!
вышенном уровне в легких и периферической
крови у 50% пациентов с такой астмой. Тем не
менее, высокие дозы системных кортикостеро!
идов позволяют преодолевать эту резистент!
ность [26]. Учитывая высокий уровень эозино!
филии, для пациентов с этим фенотипом БА ан!
тилейкотриеновые препараты, анти!IL!5 и ан!

ти!IL!13!терапия оказывают значительный бла!
гоприятный эффект [27].

Таким образом, поздняя эозинофильная аст!
ма характеризуется выраженной инфильтрацией
легких эозинофилами. Зачастую пациенты с та!
кой астмой резистентны к терапии кортикосте!
роидами, что, несомненно, свидетельствует о
более сложном патогенезе этой формы заболе!
вания.

Астма, вызванная физическими упражнения;
ми. Астму физического усилия (АФУ) относят к
отдельному фенотипу. Симптомы АФУ проявля!
ются в основном после физической нагрузки.
Несмотря на то, что этот фенотип был описан
давно, к настоящему времени все еще недоста!
точно известно о его патогенезе. Пациенты с
АФУ часто страдают легкой формой БА и демон!
стрируют снижение FEV1 на 10–15% в ответ на
длительные физические нагрузки, при этом
снижение FEV1 более выражено в холодных и
сухих условиях. Хотя патогенез этого фенотипа
БА мало изучен, имеются доказательства учас!
тия в нем Th2!иммунного ответа. В частности,
этот фенотип заболевания более распространен
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Таблица 1. Характеристика фенотипов бронхиальной астмы

Фенотип

Ранняя аллерги!
ческая астма

Поздняя эозино!
фильная астма

Астма, вызванная
физической на!
грузкой

Астма, связанная
с ожирением

Нейтрофильная
астма

Анамнез

раннее нача!
ло; от легкой
до тяжелой
формы

начало во
взрослом 
возрасте; 
часто тяжелая

–

начало во
взрослом 
возрасте

–

Клинико!физио!
логические осо!

бенности

аллергические
симптомы
(АР, АК, АтД)

синусит; полипоз
носа

умеренная тя!
жесть; интермит!
тирующая; корре!
лирует с физичес!
кой нагрузкой

страдают в первую
очередь женщины;
симптомы ярко
выражены; менее
выраженная ГРБ

низкий ОФВ1
(FEV1)

Патобиология
и биомаркеры

специфические IgE!ан!
титела; Th2!ассоцииро!
ванные цитокины;
утолщение субэпители!
альной базальной
мембраны

кортикостероид!резис!
тентная эозинофилия;
IL!5

Th2!ассоциированные
цитокины; цистеинил!
лейкотриены

отсутствие Th2!биомар!
керов; оксидативный
стресс

нейтрофилия мокроты;
активация Th17!пути;
IL!8

Ответ на терапию

чувствительность к корти!
костероидам

чувствительность к антите!
лам против IL!5 и цистеи!
нил!лейкотриеновым моди!
фикаторам; резистентность
к кортикостероидам

реагирует на цистеинил!
лейкотриеновые модифика!
торы, бета!агонисты и ан!
титела против IL!9

реагирует на потерю веса,
антиоксиданты и, возмож!
но, на терапию кортикосте!
роидами

возможная чувствитель!
ность к терапии макролид!
ными антибиотиками

Ссылки

[11]

[12]

[13]

[14]

[10]

Примечание. АР – аллергический ринит, АК – аллергический конъюнктивит, АтД – атопический дерматит, ОФВ1 –
объем форсированного выдоха за 1 секунду (FEV1 – forced expiratory flow in 1 second), ГРБ – гиперреактивность бронхов.
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у атлетов с атопией и связан с повышенным ко!
личеством эозинофилов в мокроте. АФУ также
связана с активацией тучных клеток в слизистой
оболочке бронхов. К настоящему времени не
описано надежных биомаркеров, присущих
АФУ [10]. Для терапии этого фенотипа БА при!
меняют антилейкотриеновые препараты, также
пациенты с АФУ хорошо отвечают на анти!IL!9!
терапию [28], что может свидетельствовать о
Th9, а не о Th2!зависимых механизмах развития
данного фенотипа астмы. Недавние исследова!
ния на мышах показали, что ГРБ может разви!
ваться по механизму, независимому от актива!
ции Th2!клеток, и в отсутствие эозинофильного
воспаления легких, а с участием Th9!клеток и
продуцируемого ими цитокина – IL!9 [29].

Астма, связанная с ожирением. Вопрос о том,
является ли ожирение источником развития аст!
мы или сопутствующим заболеванием, остается
спорным. Ряд исследований подтверждает связь
ожирения с воспалением, опосредованным та!
кими молекулярными факторами как TNF!α,
IL!6 и лептины. Кроме того, было показано, что
потеря веса увеличивает выработку провоспали!
тельных цитокинов лимфоцитами периферичес!
кой крови у людей с аллергической астмой [30].

Механизмы развития астмы, связанной с
ожирением, слабо изучены. Согласно текущим
представлениям, данный фенотип гетерогенен,
так как у части пациентов БА развивается с
участием Th2!имунного ответа, в то время как у
другой – по Th2!независимому механизму. При
этом потеря веса пациентами с неаллергической
БА (не Th2!тип) приводила к улучшению симп!
томов БА. Напротив, у лиц с аллергической аст!
мой (Th2!тип) симптомы заболевания не улуч!
шались после похудения, более того происходи!
ла усиленная выработка Th2!цитокинов. Таким
образом, быстрая потеря веса в качестве тера!
пии целесообразна не во всех случаях. Неудов!
летворительные результаты лечения большин!
ства таких пациентов кортикостероидами гово!
рят об отсутствии или слабой связи патогенеза
этого фенотипа БА с Th2!опосредованным вос!
палением [10].

Нейтрофильная астма. Астму долгое время
связывали с эозинофильным воспалением и
IgE!опосредованной активацией тучных клеток.
Однако накапливаются экспериментальные
свидетельства об участии других воспалитель!
ных клеток – нейтрофилов в патогенезе БА.
Например, у пациентов, погибших в результате
приступа БА, при вскрытии в легких обнаружи!
валось значительное количество нейтрофилов.
Также количество нейтрофилов в мокроте кор!
релировало с тяжестью заболевания [31]. Пос!
кольку повышенная нейтрофилия мокроты

встречается у пациентов с различными формами
БА, выделение нейтрофильной БА в отельный
фенотип – вопрос до сих пор дискуссионный. К
тому же окончательно не определено, какой
уровень нейтрофилии мокроты должен выяв!
ляться для отнесения пациента к данному фено!
типу заболевания. Согласно ряду авторов, к
нейтрофильной БА относят пациентов с уров!
нем нейтрофилии мокроты либо более 65%, ли!
бо более 5×106 кл/мл [32]. Другие авторы в каче!
стве диагностического критерия применяют
уровень эозинофилов в мокроте менее 3% при
уровне нейтрофилов более 60% [33].

Дополнительная сложность идентификации
пациентов с нейтрофильной БА заключается в
том, что появление нейтрофилов в мокроте мо!
жет не зависеть от патогенеза БА как такового, а
быть результатом воздействия факторов окру!
жающей среды или сопутствующих патологий
(ожирение и инфекции дыхательных путей).
Несмотря на то, что первоначальные исследова!
ния не выявляли связи между ожирением и
нейтрофильным воспалением дыхательных пу!
тей при астме, дополнительные исследования
установили эту взаимосвязь, но только для жен!
щин [34]. В исследованиях на животных показан
вклад диеты с высоким содержанием жиров в
развитие гиперреактивности бронхов и актива!
цию провоспалительного цитокина IL!17А, ко!
торый опосредует нейтрофилию дыхательных
путей [35].

Нейтрофильное воспаление легких и резис!
тентность к кортикостероидам чаще всего наб!
людаются у людей, имеющих в дыхательных пу!
тях какие!либо патогены (грибы, вирусы и бак!
терии). Среди грибов Aspergillus fumigatus чаще
всего идентифицируется в респираторном трак!
те при БА, наличие этого патогена коррелирует
с нейтрофилией [36]. Респираторно!синцити!
альный вирус и риновирус вызывают осложне!
ния БА, сопровождающиеся нейтрофильным
воспалением дыхательных путей [37]. Бактери!
альные инфекции также сопровождаются устой!
чивой нейтрофилией и резистентностью к кор!
тикостероидам [38]. Показано, что помимо ожи!
рения и инфекций респираторного тракта, куре!
ние также ухудшает симптомы заболевания и
способствует развитию нейтрофильного воспа!
ления легких при БА [39].

Как упомянуто выше, к нейтрофильной БА
относят пациентов с повышенным количеством
нейтрофилов в мокроте и неудовлетворитель!
ным ответом на терапию ингаляционными кор!
тикостероидами. По некоторым данным, нейт!
рофильная БА может составлять до 50% от всех
случаев тяжелой астмы, устойчивой к терапии
кортикостероидами [32]. Стоит отметить, что
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нейтрофилия в мокроте часто наблюдается у па!
циентов, получавших кортикостероиды. Изве!
стно, что кортикостероиды ингибируют апоптоз
нейтрофилов и активируют их, поэтому лечение
кортикостероидами способствует развитию
нейтрофилии [40]. Нейтрофилия легких связана
с более низкими значениями FEV1 по сравне!
нию с пациентами, у которых нейтрофилы в
мокроте не выявляются [41]. Исследование про!
филя экспрессии генов клетками мокроты пока!
зало, что нейтрофильное воспаление сопровож!
далось активацией IL!1β и TNF!α [42]. Нейтро!
филия может также сосуществовать с эозинофи!
лией, что подчеркивает сложность патофизио!
логии тяжелой формы астмы БА.

Существование самостоятельного нейтро!
фильного фенотипа БА подтверждают результа!
ты т.н. кластерного исследования, когда с по!
мощью определенных алгоритмов проводят
компьютеризированный анализ большого коли!
чества клинических показателей пациентов. В
проведенном исследовании было проанализи!
ровано 112 таких показателей (включая количе!
ство воспалительных клеток крови и бронхоаль!
веолярного лаважа (БАЛ), кожные тесты, уро!
вень сывороточного IgE и пр.) для гетерогенной
группы пациентов, страдающих БА. В результа!
те был выявлен кластер пациентов с тяжелой
формой БА, которые характеризовались значи!
тельными нарушениями функции дыхания и
наличием эозинофилов в БАЛ в сочетании с вы!
соким количеством нейтрофилов [43].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ
МЕХАНИЗМЫ НЕЙТРОФИЛЬНОЙ АСТМЫ

Молекулярные механизмы развития нейт!
рофильного воспаления при БА изучали как с
использованием биоматериала, полученного от
пациентов, так и с применением моделей забо!
левания у мышей. Данные исследования устано!
вили взаимосвязь степени тяжести БА и нейтро!
фильного воспаления легких, которое коррели!
ровало с активацией Th1! [44] и Th17!иммунно!
го ответа, а также с повышенной продукцией
IFNγ, IL!17A, IL!17F и IL!8 в мокроте [45].

Роль IL;8, TNF;αα и IL;6. Давно известно,
что IL!8 (он же CXCL8) является мощным хемо!
аттрактантом нейтрофилов. Концентрация IL!8
в мокроте коррелирует с количеством нейтро!
филов у пациентов с тяжелой формой БА [46].
Данный цитокин могут экспрессировать макро!
фаги и эпителиальные клетки, активированные
патогенами (бактериальной или вирусной при!
роды) и факторами окружающей среды (табач!
ный дым, частицы, содержащиеся в выхлопных

газах и пр.) [46]. Кроме того, Т!клетки и сами
нейтрофилы в ответ на активацию IL!17А про!
дуцируют IL!8 [47].

Помимо IL!8, аттракции нейтрофилов в лег!
кие также способствует TNF!α, продуцируемый
эпителием [48]. Так, введение TNF!α здоровым
добровольцам способствовало возникновению
гиперреактивности бронхов и увеличению ко!
личества нейтрофилов в индуцированной мок!
роте (рисунок).

Экспрессия другого провоспалительного ци!
токина – IL!6 – также повышена в сыворотке
крови, мокроте и образцах БАЛ пациентов,
страдающих БА [49]. Данный цитокин продуци!
руется широким спектром клеток (эпителиаль!
ные клетки, макрофаги, Т!клетки и пр.) и участ!
вует в поляризации Th17!иммунного ответа (бу!
дет обсуждено ниже). Его роль в нейтрофиль!
ном воспалении была подтверждена в исследо!
ваниях на мышах, нокаутных по данному гену;
инактивация IL!6 снижала степень нейтро!
фильного (и эозинофильного) воспаления тка!
ни легких при моделировании эксперименталь!
ной БА (рисунок) [50].

Роль Th1;клеток. Об участии Th1!клеток в
развитии нейтрофильного воспаления при БА
сообщалось давно. В образцах БАЛ пациентов с
тяжелой БА содержалось значительное количе!
ство CD4+ Т!клеток, продуцирующих IFNγ [44].
Исследования на животных показали, что имен!
но IFNγ играл решающую роль в развитии ГРБ
при экспериментальной БА. После инактива!
ции гена IFNγ мыши не развивали ГРБ в ответ
на индукцию тяжелой БА. В то же время после
нокаута рецептора IL!17RА ГРБ не снижалась,
несмотря на уменьшение степени воспаления в
легких [44]. Сходное наблюдение было сделано
и в клинической практике, когда количество
Th1!клеток в БАЛ коррелировало с ухудшением
функции легких [51].

Дифференциацию Th0!клеток в Th1 осуще!
ствляют цитокины IL!12 и IFNγ. После взаимо!
действия Т!клеточного рецептора с антигеном,
а также воздействия указанных цитокинов ин!
дуцируется экспрессия факторов STAT1 и T!
bet, которые осуществляют дифференцировку
Th1!клеток и запускают продукцию IFNγ. Про!
цесс поляризации Th1!клеток относительно
хорошо изучен и описан в ряде обзоров (рису!
нок) [52].

Продуцируемый Th1!клетками IFNγ вовле!
чен в хемотаксис нейтрофилов посредством ак!
тивации экспрессии хемокиновых рецепторов
CCR1 и CCR3 на их поверхности. В свою оче!
редь, нейтрофилы продуцируют хемокин
CXCL10, осуществляющий аттракцию Th1!кле!
ток (рисунок) [53].

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  8  2020

1008



МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ НЕЙТРОФИЛЬНОЙ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ

Роль Th17;клеток. Накоплено значительное
количество экспериментальных свидетельств
участия Th17!клеток, продуцирующих т.н.
Th17!ассоциированные цитокины (IL!17A и IL!
17F), в развитии нейтрофильного воспаления
при БА. Увеличенное количество IL!17A и IL!
17F и их мРНК детектируется в мокроте, образ!
цах БАЛ и биопсийном материале, полученном
от пациентов с БА [54]. Уровень экспрессии
данных цитокинов коррелирует с тяжестью па!
тологии [55], инфильтрацией дыхательных пу!
тей нейтрофилами [56] и резистентностью к те!
рапии кортикостероидами.

Исследования на животных подтверждают
эту взаимосвязь; введение в дыхательные пути
мышей рекомбинантного IL!17A [57] или поля!
ризованных Th17!клеток [58] приводило к уве!
личению количества нейтрофилов. Наоборот,
блокирование IL!17!сигнального пути сущест!
венно уменьшало нейтрофилию легких [59], вы!
раженность патологии респираторного тракта и
ГРБ [60].

Нейтрофилия дыхательных путей у пациен!
тов с тяжелой БА коррелировала с экспрессией
IL!17A, при этом терапия кортикостероидными
препаратами не снижала их количество в дыха!
тельных путях [56]. Сходные исследования были
получены и на животных, когда экспрессия
Th17!ассоциированных цитокинов коррелиро!
вала с нечувствительностью к кортикостерои!
дам [61].

Согласно современным представлениям,
дифференциацию Th0!клеток мыши в Th17!
клетки запускает комбинация цитокинов TGF!β
и IL!6 или TGF!β и IL!21. Th0!клетки человека
поляризуются в Th17 сходными комбинациями
цитокинов: TGF!β + IL!21 или TGF!β + IL!23 +
IL!6. При этом сами Th17!клетки продуцируют
значительное количество IL!21, тем самым ау!
токринно усиливая свою дифференцировку. В
дифференцировке Th17!клеток участвуют тран!
скрипционные факторы STAT3, RORα и RORγt
(рисунок). Также существует пластичность меж!
ду популяциями Th1!, Th17! и Treg!клетками
[62].

Таким образом, цитокины IL!6, IL!21 и IL!
23 активируют в Т!клетках экспрессию фактора
STAT3, который индуцирует транскрипцию
факторов RORα и RORγt, необходимых для про!
дукции IL!17А, IL!17F, IL!21 и IL!22 поляризо!
ванными Th17!клетками. При этом Th1!ассоци!
ированный цитокин – IFNγ негативно регули!
рует дифференциацию Th17!клеток (рисунок).
Также регуляторные Т!клетки подавляют поля!
ризацию Th17!иммунного ответа, т.к. повыше!
ние соотношения экспрессии IL!17A/IL!10 и
RORγt/Foxp3 увеличено у пациентов с высокой

частотой обострений [63]. Кроме того, диффе!
ренциации Th0!клеток в Th17 способствует про!
цесс презентации аллергена дендритными клет!
ками 2!го типа [64]. В то же время презентация,
осуществляемая дендритными клетками 1!го
типа, приводит к развитию толерантности на
аллерген за счет активации Т!регуляторных кле!
ток (Тreg) (рисунок) [65].

Цитокины IL!17А и IL!17F, продуцируемые
Th17!клетками, имеют значительное структур!
ное сходство; они связываются с рецепторным
комплексом, состоящим из цепей IL!17RA и IL!
17RC. Ввиду такого сходства функциональные
роли IL!17А и IL!17F также сходны. Цитокины
IL!17А, IL!17F и IL!22 стимулируют гены муци!
нов в эпителиальных клетках, приводя к гипер!
плазии и метаплазии бронхиального эпителия, а
также способствуют пролиферации клеток глад!
кой мускулатуры бронхов [66], что в итоге при!
водит к ремоделированию дыхательных путей
[67]. Кроме того, Th17!ассоциированные цито!
кины (IL!17А, IL!17F и IL!22) воздействуют на
бронхиальный эпителий, стимулируя продук!
цию CXCL1 и IL!8, которые, в свою очередь,
участвуют в хемоаттракции нейтрофилов в лег!
кие (рисунок) [68].

Таким образом, при развитии нейтрофиль!
ной БА происходит поляризация Th0!клеток в
Th17 под влиянием определенного цитокиново!
го микроокружения (TGF!β + IL!21, TGF!β +
+ IL!23 + IL!6). Th17!клетки, в свою очередь,
продуцируют цитокины IL!17А, IL!17F и IL!22,
которые активируют провоспалительные клетки
нейтрофилы и вызывают гиперсекрецию слизи
бронхиальным эпителием.

Роль других молекулярных и клеточных фак;
торов. Существуют и другие механизмы нейтро!
фильного воспаления. Один из них – активация
инфламмасомы NLRP3 – внутриклеточного
мультипротеинового комплекса. Активация
осуществляется за счет белка SAA, который про!
дуцируется респираторным эпителием под
действием патогенетических факторов (бакте!
рии, полютанты и пр.). Активированная инф!
ламмасома NLRP3 способствует каспаза!1!
опосредованному процессингу провоспалитель!
ных цитокинов IL!1β и IL!18 [69]. Повышенная
экспрессия NLRP3, IL!1β и каспазы!1 обнару!
живается в мокроте пациентов с нейтрофильной
БА [70], что подтверждает участие этих факто!
ров в нейтрофильном воспалении дыхательных
путей.

Врожденные лимфоидные клетки 3 типа
(ILC3) также связаны с нейтрофильным воспа!
лением легких и развитием ГРБ. Исследования
на мышах показали, что цитокин IL!1β, выделя!
емый макрофагами, стимулирует ILC3 продуци!
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Молекулярные и клеточные механизмы развития нейтрофильного воспаления при бронхиальной астме. После контакта
с аллергеном АПК презентируют его на своей поверхности и мигрируют в региональные лимфоузлы, где активируют на!
ивные Th0!клетки, которые под влиянием определенного цитокинового окружения дифференцируются в Th1! или Th17!
клетки, которые, в свою очередь, продуцируют провоспалительные цитокины (IFNγ, IL!17A, IL!17F и IL!21). Данные ци!
токины обеспечивают формирование таких признаков БА, как: ГРБ, инфильтрация легких нейтрофилами, ремоделиро!
вание дыхательных путей. Мощными хемоаттрактантами являются IL!8 и TNF!α, которые продуцируются эпителиаль!
ными клетками и макрофагами при бактериальной инвазии или вирусной инфекции. IL!33, выделяемый из эпителиаль!
ных клеток при их повреждении, способен усиливать поляризацию Th17!клеток. Врожденные лимфоидные клетки 3 ти!
па продуцируют значительные количества IL!17A, тем самым усиливая нейтрофильное воспаление.
С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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ровать IL!17A, что в итоге приводит к ГРБ и
нейтрофилии легких [71]. Косвенные данные,
подтверждающие участие ILC3 в тяжелой нейт!
рофильной БА, были получены при анализе
транскриптома клеток индуцированной мокро!
ты; в мокроте пациентов с тяжелой астмой был
повышен уровень мРНК!экспрессии генов, ко!
торые вовлечены в пути активации ILC3 (рису!
нок) [72].

Также сообщается об участии IL!33, высво!
бождаемого клетками респираторного эпите!
лия, в усилении не только Th2!иммунного отве!
та, но и Th1!/Th17!ответа [73] (рисунок).

Таким образом, эпителиальные клетки, мак!
рофаги, ILC3, Th1! и Th17!клетки проявляют
свою скоординированную активность посред!
ством выделяемых хемокинов и цитокинов,
приводя к нейтрофильному воспалению ткани
легких и развитию признаков БА: гиперсекре!
ции слизи, ГРБ и ремоделированию респира!
торного тракта (гипертрофия гладкой мускула!
туры бронхов, фиброз ткани легких и гиперпла!
зия эпителия).

БИОЛОГИЯ НЕЙТРОФИЛОВ,
ИХ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ РОЛЬ В БА

Как описано выше, в нейтрофильном вос!
палении легких значительную роль играют IL!6,
IL!8 и TNF!α, продуцируемые макрофагами и
эпителиальными клетками, а также IFNγ, IL!
17А, IL!17F и IL!22, продуцируемые Th1!, Th17!
клетками и ILC3. Привлекаемые нейтрофилы
составляют первую линию защиты во время ин!
фекции легких. Для уничтожения патогенов они
высвобождают во внеклеточную среду т.н. нейт!
рофильные внеклеточные ловушки (NETs –
neutrophil extracellular traps), которые содержат
ДНК нейтрофилов, антимикробные факторы
(например, пептиды) и функционируют как
барьеры для распространения микроорганизмов
[74].

Кроме благоприятной антимикробной роли,
нейтрофилы действуют как провоспалительные
клетки; их избыточное проникновение в легкие
приводит к повреждению респираторного трак!
та. Установлено, что формирование NETs кор!
релирует с утяжелением течения БА [75].

Под влиянием цитокинов IL!17А и IL!17F
нейтрофилы экспрессируют фактор ROS, про!
теазу ММР!9, эластазу и фермент миелоперок!
сидазу (МРО) [76]. Указанные факторы обнару!
живаются в образцах БАЛ и биопсии пациентов
с БА в значительных количествах и коррелируют
с ухудшением функции дыхания, нарушениями
бронхиального эпителия и формированием эм!

физема!подобного состояния. Кроме продук!
ции протеаз, активированные нейтрофилы выс!
вобождают их ингибиторы: TIMP!1 и SLPI [44].
Такая дисрегуляция протеаз и их ингибиторов
вносит вклад в структурные нарушения респи!
раторного тракта и, как следствие, приводит к
бронхиальной обструкции, характерной для БА.

Длительное время считалось, что нейтрофи!
лы представляют собой гомогенный пул грану!
лоцитов с относительно коротким периодом по!
лужизни около 6–8 ч. Продукция нейтрофилов
осуществляется костным мозгом (КМ) и конт!
ролируется цитокином – G!CSF. Считается, что
стимуляция рецептора CXCR4 активирует сос!
тояние резидентности, т.е. часть нейтрофилов
остается в КМ. В процессе созревания под
действием G!CSF экспрессия CXCR4 уменьша!
ется, и происходит их высвобождение из КМ в
системный кровоток. Одна часть популяции
циркулирует в кровотоке, в то время как другая
часть распределяется по тканям органов. Старе!
ющие нейтрофилы увеличивают экспрессию
CXCR4 на своей поверхности, что позволяет им
возвращаться в КМ для последующей утилиза!
ции посредством фагоцитоза стромальными
макрофагами [74].

Накапливается множество эксперименталь!
ных свидетельств о биологии нейтрофилов, не
укладывающихся в традиционные представле!
ния об этих клетках. В одном исследовании [77]
было показано, что в условиях воспаления часть
нейтрофилов имеет более длительную продол!
жительность жизни (3–5 суток, вместо 6–8 ч).

Согласно современным представлениям,
нейтрофилы не являются гомогенным пулом
клеток; они могут быть разделены, по меньшей
мере, на три популяции, которые различаются
по функциям: 1) зрелые нейтрофилы (CD16high/
CD62Lhigh) имеют ядро нормальной формы,
2) незрелые нейтрофилы (CD16low/CD62Lhigh)
имеют палочкообразное сплошное ядро, 3) гипер!
сегментированные нейтрофилы (CD16high/CD62Llow)
(табл. 2) [78]. Зрелые нейтрофилы, функция ко!
торых – иммунный надзор за бактериальными
инвазиями, циркулируют в условиях стабильно!
го гомеостаза. Однако при нарушении гомеоста!
за появляются другие популяции нейтрофилов
(незрелые и гиперсегментированные). Незре!
лые нейтрофилы восполняют пул нейтрофилов
и тем самым поддерживают его на относительно
постоянном уровне в участке воспаления. Кро!
ме того, незрелые нейтрофилы (под действием
GM!CSF, IL!4 и IFNγ) могут трансдифференци!
роваться в нейтрофил/дендритные гибриды, ко!
торые, помимо бактериального киллинга, вы!
полняют антиген!презентирующую роль [79].
На поверхности таких нейтрофилов обнаружи!
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ваются маркеры дендритных клеток (CD11c,
MHCII, CD80 и CD86). Показано, что эти гиб!
риды способны мигрировать из участка воспа!
ления в региональные лимфоузлы к месту лока!
лизации Т!клеток и осуществлять активацию
последних, усиливая воспаление. В участке вос!
паления на долю таких гибридных клеток может
приходиться до 20–30% от всей популяции
нейтрофилов [79]. Гиперсегментированные
нейтрофилы примечательны тем, что обладают
иммунорегулирующими свойствами; они суп!
рессируют Т!клетки и тем самым обладают про!
тивовоспалительными свойствами [80]. Не из!
вестно, происходит ли такая трансдифференци!
ровка клеток при нейтрофильной астме, и ка!
ким образом изменяется состав различных по!
пуляций нейтрофилов в участке воспаления лег!
ких. Выявление этих механизмов позволит
предложить новые способы терапии этой пато!
логии.

Таким образом, нейтрофилы, привлекаемые
в легкие за счет активности ряда цитокинов (IL!
6, IL!8, TNF!α, IFNγ, IL!17А, IL!17F и IL!22),
выделяют ферменты, которые осуществляют
структурные нарушения респираторного тракта,
что в итоге приводит к ухудшению дыхательной
функции органа. Однако отдельные популяции
нейтрофилов, кроме воспалительной, выполня!
ют другие биологические функции (антигенпре!
зентирующая и иммунорегуляторная). Эти зна!
ния о биологии нейтрофилов имеют решающее
значение для создания новых способов фарма!
котерапии нейтрофильной астмы, включая ее
тяжелые формы.

ПОДХОДЫ К ТЕРАПИИ
НЕЙТРОФИЛЬНОЙ АСТМЫ

Нейтрофильная астма трудно поддается ле!
чению кортикостероидами. Более того, длитель!

ное их применение способствует развитию
нейтрофильного воспаления легких [81], так как
кортикостероиды индуцируют апоптоз эозино!
филов, при этом ингибируют апоптоз нейтро!
филов. Соответственно, снижение дозы потреб!
ляемых кортикостероидных препаратов может
рассматриваться как подход к лечению нейтро!
фильной БА. В работе Demarche et al. показано,
что снижение дозы кортикостероидов у 70% па!
циентов с БА приводило к уменьшению числа
нейтрофилов в мокроте, при этом не наблюда!
лось утяжеления симптомов заболевания [82].
Тем не менее, требуется разработка новых под!
ходов к лечению нейтрофильного воспаления
дыхательных путей.

Бимосиамоза. Блокада миграции нейтрофи!
лов в легкие представляется логичным подхо!
дом. Первым этапом их миграции является адге!
зия клеток с помощью CD15s к E!селектину эн!
дотелия кровеносных сосудов. Бимосиамоза яв!
ляется пан!селектиновым антагонистом. Инга!
ляция бимосиамозы пациентам с ХОБЛ приво!
дит к значительному снижению количества мак!
рофагов и концентрации IL!8 в мокроте. Отме!
чена тенденция к уменьшению числа нейтрофи!
лов, что может быть результатом снижения кон!
центрации их хемоаттрактанта – IL!8 (табл. 3)
[83].

Анти;CXCR2 терапия. Наиболее значимыми
хемоаттрактантами нейтрофилов считаются IL!
8 (CXCL8), GRO!a (CXCL1), ENA!75 (CXCL5) и
IL!17A. Ингибиторы указанных факторов, а
также антагонисты их рецепторов (CXCR2, IL!
17RA и др.) могут приводить к уменьшению
нейтрофилии дыхательных путей. Известны по!
пытки применения ингибиторов рецептора
CXCR2, играющего роль в миграции нейтрофи!
лов; препараты SCH527123 [84] и AZD8309 [85].
Однако данные об эффективности таких инги!
биторов для лечения тяжелой формы БА не
подтвердились в крупном многоцентровом кли!
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Субпопуляция

Зрелые

Незрелые

Гиперсегментированные 

Нейтрофил/дендритные
гибриды

Таблица 2. Субпопуляции нейтрофилов

Биологическая роль

иммунный надзор за бактериальными инвазиями

восполняют пул нейтрофилов в участке воспаления

иммунорегуляторные свойства. Способны супрессировать 
Т!клетки и, как следствие, воспалительную реакцию

трансдифференцируются из незрелых. Дополнительно к
бактериальному киллингу выполняют антигенпрезентирующую
функцию. Активируют Т!клетки и, как следствие, воспалитель!
ную реакцию

Фенотип

CD16high/CD62Lhigh

CD16low/CD62Lhigh

CD16high/CD62Llow

CD16low/CD62Lhigh CD11c,
MHCII, CD80, CD86
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ническом исследовании с участием 640 добро!
вольцев (табл. 3) [86].

Анти;TNF;αα терапия. Другой подход заклю!
чается в таргетировании некоторых провоспали!
тельных цитокинов (IL!1b, IL!17A, IL!23 и пр.).
Несмотря на доказанную роль TNF!α в нейтро!
фильном воспалении, препарат Golimumab, со!
держащий в своем составе моноклональные ан!
титела против TNF!α не показал клинической
эффективности [87]. Другой ингибитор TNF!α –
препарат Etanercept, который представляет со!
бой химерный белок, содержащий часть рецеп!
тора для TNF!α и Fc!фрагмент IgG1!антитела.
Одно исследование показало клиническую эф!
фективность Etanercept; у пациентов снижалась
гиперреактивность бронхов и выраженность
симптомов. Однако другое исследование проде!
монстрировало более скромный эффект препа!
рата; отмечалось улучшение качества жизни па!
циентов и гиперреактивность бронхов [88]. Еще
один анти!TNF!α препарат – Adalimumab – на
основе рекомбинантного моноклонального ан!
титела продемонстрировал способность снижать
уровень нейтрофилии, индуцированной у здо!
ровых добровольцев эндотоксинами. Однако
других подтверждений клинической эффектив!
ности Adalimumab в отношении нейтрофильной
БА не опубликовано (таб. 3) [89]. Также имеется
информация о том, что анти!TNF!α терапия
при астме приводит ко многим нежелательным
последствиям: реактивации туберкулеза, потен!
циально высокой вероятности появления опухо!
лей и инфекций и т.д.

Анти;IL;17 терапия. Многими исследовани!
ями доказано участие Th17!ассоциированных
цитокинов в нейтрофильной БА. Учитывая это,
был разработан препарат Brodalumab, содержа!
щий моноклональные антитела против рецепто!
ра для IL!17A. Проведенные клинические ис!
следования не показали значительной клини!
ческой эффективности препарата [90]. Недавно
были инициированы клинические исследова!
ния другого препарата – CJM112, содержащего
моноклональные антитела против IL!17A; дан!
ные о его эффективности еще не опубликованы
(табл. 3) [91].

Анти;IL;1ββ, IL;23 терапия. Препарат
Anakinra – антагонист рецептора для IL!1, при
подкожном введении существенно снижал ко!
личество нейтрофилов в мокроте, а также уров!
ни IL!1β, IL!6 и IL!8 у здоровых добровольцев
после индукции у них воспаления ингаляциями
липополисахаридом [92]. 

Как описано выше, IL!23 важен для поляри!
зации Th17!иммунного ответа и нейтрофильно!
го воспаления. Однако препарат Risankizumab,
содержащий моноклональные антитела против

IL!23, не проявлял клинической эффективнос!
ти (табл. 3) [93].

Ингибиторы киназ. Другой подход заключа!
ется в регуляции факторов транскрипции сиг!
нальных путей, которые приводят к экспрессии
вышеуказанных хемоаттрактантов нейтрофи!
лов. Он реализован в препарате Imatinib, предс!
тавляющем собой ингибитор тирозиновой про!
теинкиназы (КIT). Препарат показал клиничес!
кую эффективность при лечении тяжелой фор!
мы БА, резистентной к кортикостероидам. При!
ем препарата снижал бронхиальную гиперреак!
тивность; причем это снижение обратно корре!
лировало с количеством нейтрофилов в БАЛ.
Также снижалась активация тучных клеток,
уменьшалось их количество в образцах биопсии
легких (табл. 3) [94].

Макролиды. Антибиотики из группы макро!
лидов в дополнение к антибактериальной ак!
тивности обладают противовоспалительными
свойствами. Учитывая это, эффекты макроли!
дов (кларитромицин и азитромицин) были изу!
чены в отношении тяжелой формы БА. Кларит!
ромицин снижал уровень IL!8, эластазы, ММР!9
и количество нейтрофилов в мокроте пациентов
с БА [95]. Другой антибиотик – азитромицин
уменьшал частоту обострений БА и улучшал ка!
чество жизни. Механизм действия азитромици!
на может быть обусловлен способностью инги!
бировать провоспалительный фактор тран!
скрипции NF!κB и серин!треониновую проте!
инкиназу mTOR, небходимые для активации и
дифференцировки нейтрофилов (табл. 3) [96].

Ингибиторы PDE4. Ингибиторы фосфодиэс!
теразы!4 (PDE4), например, Roflumilast в иссле!
дованиях на животных продемонстрировали
способность снижать эозинофил! и нейтрофил!
опосредованное воспаление, а также экспрес!
сию TNF!α [97]. В клинических исследованиях
с участием 4873 [98] и 3802 [99] пациентов, стра!
дающих БА, Roflumilast улучшал функцию ды!
хания (ОФВ1) как в качестве монотерапии, так
и в комбинации с ингаляционными кортикосте!
роидами. В отдельном исследовании с участием
пациентов с БА и ХОБЛ показана способность
Roflumilast не только улучшать ОФВ1, но и сни!
жать нейтрофильное воспаление респираторно!
го тракта (табл. 3) [100].

Будущее в терапии нейтрофильной БА. Мно!
гие антицитокиновые и антихемокиновые спо!
собы терапии не показали клинической эффек!
тивности в лечении нейтрофильной астмы. Воз!
можная причина неудач вышеописанных подхо!
дов – это не до конца раскрытые молекулярные
и клеточные механизмы нейтрофильного воспа!
ления, а также в целом «устаревшие» представ!
ления о биологии нейтрофилов. Как обсужда!
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Таблица 3. Способы терапии нейтрофильной БА

Препарат

Бимосиамоза

SCH527123

AZD8309

AZD8309

Golimumab

Etanercept

Adalimumab

Brodalumab

CJM112

Anakinra

Risankizumab

Кларитромицин

Механизм
действия

антагонист се!
лектинов; инги!
бирование миг!
рации лейкоци!
тов в легкие

ингибитор
CXCR2

антагонист
CXCR2

антагонист
CXCR2

мАт против
TNF!α

химерный бе!
лок, содержа!
щий часть ре!
цептора для
TNF!α и Fc!
фрагмент IgG1!
антитела

мАт против
TNF!α

мАт против це!
пи IL!17RA!ре!
цептора для IL!
17A, IL!17F, 
IL!25

мАт против IL!
17A

антагонист ре!
цептора для IL!1

мАт против 
IL!23

антимикробное
и противовоспа!
лительное
действие

Патология

ХОБЛ

тяжелая неконтролируе!
мая БА с повышенным со!
держанием нейтрофилов в
мокроте

модель нейтрофильного
воспаления респираторно!
го тракта здоровых добро!
вольцев, индуцированная
ингаляциями ЛПС

тяжелая неконтролируе!
мая БА

тяжелая неконтролируе!
мая БА

тяжелая неконтролируе!
мая БА

модель нейтрофильного
воспаления респираторно!
го тракта здоровых добро!
вольцев, индуцированная
ингаляциями эндотокси!
нов

средняя и тяжелая форма
БА

тяжелая неконтролируе!
мая БА

модель нейтрофильного
воспаления респираторно!
го тракта здоровых добро!
вольцев, индуцированная
ингаляциями ЛПС

средняя и тяжелая формы
БА

тяжелая неконтролируе!
мая БА

Результат

значительно снижается количество макро!
фагов в мокроте; тенденция к снижению
количества нейтрофилов в мокроте; значи!
тельное снижение концентрации IL!8 в
мокроте, а также тенденция к уменьшению
концентрации ММР!9 и МРО

снижение нейтрофилии в мокроте на 36,3%,
в системном кровотоке на 14%; тенденция к
улучшению качества жизни пациентов; нет
влияния на ОФВ1, уровень эластазы, IL!8 и
МРО в мокроте

снижение общей клеточности мокроты на
77% и количества нейтрофилов на 79%;
снижение уровня эластазы, CXCL1 в мокро!
те; тенденция к снижению количества мак!
рофагов, лейкотриена В4 и CXCL8

отсутствует клиническая эффективность

не показал клинической эффективности

снижение гиперреактивности бронхов и вы!
раженности симптомов; улучшение качест!
ва жизни пациентов

снижение количества нейтрофилов и мак!
рофагов в индуцированной мокроте

отсутствие клинической эффективности

исследования продолжаются

снижение количества нейтрофилов в инду!
цированной мокроте; снижение уровней IL!
1b, IL!6 и IL!8

отсутствует клиническая эффективность

снижение уровня IL!8, эластазы, ММР!9 и
количества нейтрофилов в мокроте 
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лось выше, нейтрофилы могут проявлять функ!
циональную пластичность, приспосабливаясь к
изменениям в микросреде. Существование фе!
нотипов, в которых осуществлялась попытка
подавить инфильтрацию всего пула нейтрофи!
лов, а не отдельных «нежелательных» субпопу!
ляций, объясняет неудачи некоторых клиничес!
ких испытаний.

Учитывая недавно полученные знания о био!
логии нейтрофилов и о существовании отдель!
ных их субпопуляций, можно ожидать появле!
ния новых терапевтических подходов. В част!
ности, целесообразно избирательно блокиро!
вать активность зрелых нейтрофилов, обладаю!
щих воспалительным эффектом. Наоборот, ак!
тивация гиперсегментированных нейтрофилов,
являющихся супрессорами воспаления, также
является перспективным направлением буду!
щих исследований.

Исследования молекулярных и клеточных
механизмов БА, проведенные за последние
15–20 лет, привели к пониманию того, что дан!
ное заболевание гетерогенно и подразделяется
на несколько фенотипов. Разные группы иссле!
дователей предлагают различные типы класси!
фикаций БА; в данном обзоре представлена одна
из наиболее распространенных классификаций,
выделяющая 5 фенотипов заболевания с учетом
наблюдаемых клинико!физиологических осо!
бенностей, анамнеза и ответа на терапию [10].

Однако стоит отметить, что в реальной кли!
нической практике не выделяют фенотипы БА в

качестве самостоятельных диагнозов. Слож!
ность выделения различных форм БА во многом
обусловлена тем, что еще не до конца установле!
ны четкие критерии отнесения того или иного
пациента к конкретному фенотипу. Дополни!
тельную сложность создает тот факт, что у одно!
го пациента могут сочетаться несколько фено!
типов заболевания. Например, у пациента с ато!
пической БА с ранним дебютом со временем до!
полнительно может возникнуть ожирение и т.д.
Кроме того, фенотипы заболевания БА могут
трансформироваться один в другой. Так, к при!
меру, поздняя эозинофильная БА может перехо!
дить в нейтрофильную астму на фоне инфекции
респираторного тракта или воздействия нега!
тивных факторов окружающей среды.

Тем не менее, несмотря на сложности в ис!
пользовании термина «фенотип» в реальной
клинической практике, накоплено множество
экспериментальных свидетельств гетерогеннос!
ти астмы как заболевания. В большинстве слу!
чаев воспаление при БА характеризуется эози!
нофилией и продукцией цитокинов Th2!типа
(IL!4, IL!5, IL!9 и IL!13). Однако в ряде случаев
бронхиальная астма может развиваться не по
Th2!зависимому механизму, а с участием
Th1/Th17!клеток и характеризоваться инфильт!
рацией других провоспалительных клеток –
нейтрофилов.

Нейтрофильное воспаление в легких может
быть индуцировано такими триггерами, как ин!
фекции респираторного тракта, табачный дым,
ожирение и пр. Однако в ряде случаев даже в от!
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Окончание таблицы 3

Препарат

Азитромицин

Imatinib

Roflumilast

Механизм
действия

антимикробное
и противовоспа!
лительное
действие

ингибитор тиро!
зиновой проте!
инкиназы КIT

ингибитор PDE4

Патология

тяжелая неконтролируе!
мая БА

тяжелая форма БА, резис!
тентная к терапии корти!
костероидами

БА

слабая и средняя формы БА

ХОБЛ и БА

Результат

снижение частоты обострений и улучшение
качества жизни пациентов

снижение бронхиальной гиперреактивнос!
ти, которое обратно коррелировало с уров!
нем нейтрофилов в БАЛ; снижение уровня
маркера активации тучных клеток (трипта!
зы) в сыворотке крови; снижение количест!
ва тучных клеток в образцах биопсии легких

восстановление ОФВ1

восстановление ОФВ1

восстановление ОФВ1; снижение количест!
ва нейтрофилов и эозинофилов в респира!
торном тракте
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For a long time asthma was commonly considered as a homogeneous disease. However, recent studies provide increas!
ing evidence of its heterogeneity and existence of different phenotypes of the disease. Currently, classification of asth!
ma into several phenotypes is based on clinical and physiological features, anamnesis, and response to therapy. This
review describes five most frequently identified asthma phenotypes. Neutrophilic asthma (NA) deserves special atten!
tion, since neutrophilic inflammation of the lungs is closely associated with severity of the disease and with the resis!
tance to conventional corticosteroid therapy. This review focuses on molecular mechanisms of neutrophilic asthma
pathogenesis and on the role of Th1! and Th17!cells in the development of this type of asthma. In addition, this
review presents current knowledge of biology of neutrophils. It has been established that human neutrophils are rep!
resented by at least three subpopulations with different biological functions. Therefore, total elimination of neu!
trophils from the lungs can result in negative consequences. Based on the new knowledge of NA pathogenesis and
biology of neutrophils, the review summarizes current approaches for treatment of neutrophilic asthma and suggests
new promising ways to treat this type of asthma that could be developed in future.

Keywords: bronchial asthma phenotypes, Th17!cells, neutrophil
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Многие препараты химиотерапии блокируют деление опухолевых клеток, повреждая ДНК. ДНК�полиме�
разы эта (Pol η), йота (Pol ι), каппа (Pol κ), REV1 Y�семейства и зета (Pol ζ) В�семейства эффективно вклю�
чают нуклеотиды напротив ряда повреждений ДНК в ходе транслезионного синтеза. Праймаза�полимераза
PrimPol и комплекс ДНК�полимераза альфа�праймаза ре�инициируют синтез ДНК с помощью праймазной
активности. Эти ферменты могут снижать эффективность препаратов химиотерапии, способствовать вы�
живанию опухолевых клеток и прогрессированию злокачественных заболеваний. ДНК�полимеразы явля�
ются перспективными мишенями для повышения эффективности химиотерапии, а мутации и полимор�
физмы некоторых ДНК�полимераз могут служить дополнительными прогностическими маркерами при
выборе терапии ряда онкологических заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: транслезионный синтез ДНК, реинициация синтеза, репликация повреждения
ДНК, резистентность к препаратам химиотерапии.

DOI: 10.31857/S0320972520080035

ТРАНСЛЕЗИОННЫЙ СИНТЕЗ И РЕ�ИНИЦИАЦИЯ СИНТЕЗА ДНК
В ФОРМИРОВАНИИ УСТОЙЧИВОСТИ К ХИМИОТЕРАПИИ

Обзор
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Р.Н. Чупров�Неточин3, М.П. Смаль2*, А.В. Макарова1*

ВВЕДЕНИЕ

При делении клеток ДНК�полимераза
(ДНКП) удваивают ДНК в ходе репликации.
Многосубъединичные репликативные ДНКП
B�семейства дельта (Pol δ), эпсилон (Pol ε) и аль�
фа (Pol α) обеспечивают точное копирование ге�
номной ДНК: комплекс Pol α�праймаза иници�
ирует репликацию и синтезирует РНК�ДНК�
праймеры, тогда как Pol ε и Pol δ копируют
большую часть ДНК на лидирующей и отстаю�
щей цепях соответственно [1, 2]. Многие пов�
реждения ДНК блокируют работу репликатив�
ных ДНКП, вызывая остановку репликации [3].
Существует несколько уровней защиты от пов�

реждений ДНК. Основным механизмом защиты
является репарация, в ходе которой большин�
ство поврежденных оснований и нуклеотидов
удаляются из ДНК. Для защиты от поврежде�
ний, которые избежали репарации, запускается
альтернативный механизм — «синтез через пов�
реждение», или транслезионный синтез ДНК.
ДНКП Y�семейства йота (Pol ι), эта (Pol η), кап�
па (Pol κ), REV1 и В�семейства зета (Pol ζ) эф�
фективно включают нуклеотиды напротив пов�
реждений ДНК в ходе транслезионного синтеза
и способствуют преодолению блоков реплика�
ции (рис. 1) [4–7]. 

В отличие от репликативных ДНКП, транс�
лезионные ДНКП обладают низкой точностью
синтеза на неповрежденной ДНК и, защищая
клетки от повреждений, являются источником
мутаций в организме. Нарушения в работе этих
ферментов повышают риск развития онкологи�
ческих заболеваний. Функции транслезионных
ДНКП и их роль в канцерогенезе и защите от он�
кологических заболеваний рассмотрена в недав�
нем обзоре [10]. В настоящем обзоре рассматри�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ДНКП – ДНК�полимераза;
XP�V – xeroderma pigmentosum variant (вариант пигмент�
ной ксеродермы); MAF – minor allele frequency (частота
минорного аллеля); OR – оdds ratio (отношение шансов);
HR – hazard ratio (отношение рисков); RIR – REV1 inter�
acting region (район взаимодействия с REV1); UBM2 –
ubiquitin�binding motif 2 (убиквитин�связывающий мотив 2).

* Адресат для корреспонденции.
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вается роль Pol η, Pol ι, Pol κ, REV1 и Pol ζ в реп�
ликации ДНК, содержащей повреждения, выз�
ванные химиотерапевтическими препаратами,
обсуждаются роль этих ферментов в механизмах
резистентности к химиотерапии и успехи в по�
лучении ингибиторов транслезионных ДНКП, а
также  роль ре�инициации репликации ДНК (с
помощью ДНК�праймазы и ДНК�полимеразы
PrimPol и комплекса Pol α�праймаза) в развитии
устойчивости к химиотерапии.

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЕ ПРЕПАРАТЫ,
БЛОКИРУЮЩИЕ РЕПЛИКАЦИЮ

Действие многих химиотерапевтических
препаратов основано на блокировании репли�
кации быстро делящихся опухолевых клеток с
помощью повреждения ДНК. К таким препара�
там относят аналоги нуклеозидов, алкилирую�
щие соединения (производные бис�β�хлорэти�
ламина и нитрозомочевины, митомицин С) и
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Рис.1. Транслезионный синтез ДНК и ре�инициация синтеза ДНК с участием PrimPol. После остановки репликативной
ДНКП В�семейства Pol δ или Pol ε в поврежденном участке ДНК происходит убиквитинирование PCNA и переключение
на транслезионный синтез. Транслесома состоит из ДНКП Y�семейства Pol η, Pol ι или Pol κ («инсертера»), ДНКП В�се�
мейства Pol ζ («экстендера»), а также ДНКП Y�семейства REV1 — белка, который одновременно взаимодействует с PCNA
и остальными ДНКП и выполняет координирующую и регуляторную функции [4–7]. Репликация может быть также за�
пущена праймазами с помощью репрайминга. ДНК�праймаза и ДНК�полимераза PrimPol синтезирует ДНК de novo на ли�
дирующей цепи и взаимодействует с RPA, но не PCNA [8, 9]. (С цветными вариантами рис. 1 и 2 можно ознакомиться в
электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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препараты платиновой группы (цисплатин, ок�
салиплатин), вызывающие внутринитевые и
межнитевые сшивки ДНК [11].

Препараты платиновой группы. К препаратам
платиновой группы относят 4�замещенные
комплексы Pt2+, содержащие, как правило, две
прочные координационные связи с молекулами
аммиака или аминами, а две другие – с лабиль�
ными лигандами (например, анионом Cl−). В за�
висимости от взаимного расположения лигандов
различают цис% и транс�комплексы платины.
Одним из наиболее известных и используемых
препаратов является цис�диамминдихлороплати�
на (II) – цисплатин (рис. 2, а). В клетки циспла�
тин попадает с помощью диффузии и в результа�
те работы белков�транспортеров [12, 13]. Внутри
клеток из�за низкой концентрации Cl−�ионов
происходит замещение Cl− в составе комплекса
на молекулы воды. Активированная гидратиро�
ванная форма цисплатина атакует нуклеофиль�
ные сайты N7�атомов пуриновых оснований
ДНК [14]. Сначала образуется моноаддукт, и в за�
висимости от расположения второго пурина воз�
можно образование 1,2�GG� (65%), 1,2�AG�
(25%) и 1,3�GNG� (5–10%) �внутрицепочечных
сшивок ДНК и малого количества (<1–3%) меж�
цепочечных сшивок ДНК [15, 16]. Цисплатино�
вые повреждения ДНК ингибируют репликацию
и транскрипцию, приводят к остановке клеточ�
ного цикла в G2�фазе и апоптозу [11].

Митомицин С относится к группе противо�
опухолевых антибиотиков, продуцируемых
Streptomyces caespitosus (рис. 2, б). Митомицин С
является бифункциональным алкилирующим
агентом и реагирует с ДНК после внутриклеточ�
ной восстановительной активации оксидоре�
дуктазами [17, 18.]. Митомицин С проявляет
высокую субстратную специфичность, алкили�
руя экспонированные в малую бороздку ДНК
N2�атомы гуаниновых оснований, хотя в ряде
случаев (например, при активации DT�диафо�
разой) возможно образование аддуктов по N7�
атому G [19]. Алкилирование N2�dG зависит от
сиквенс�контекста и происходит преимущест�
венно в CpG�островках, что объясняется стаби�
лизацией молекулы митомицина С во время
атаки N2�атома первого G взаимодействием с гу�
аниновым основанием в комплементарной це�
пи ДНК [18]. Таким образом, основным продук�
том бифункционального присоединения мито�
мицина С к ДНК являются межцепочечные G�
G сшивки в CpG�островках и реже – внутрице�
почечные 1,2�GG�аддукты  (рис. 2, б) [20, 21.]. 

Производные бис�ββ�хлорэтиламина (азотис�
тые иприты) – класс алкилирующих агентов,
среди которых клинически важными являются
бифункциональные производные оксазафосфо�

рина (циклофосфамид и др.), мелфалан, хло�
рамбуцил. Структура циклофосфамида показа�
на на рис. 2, в. Данные препараты реагируют с
ДНК через образование нестабильных активных
азиридиновых интермедиатов, атакующих пре�
имущественно N7�атомы G. Соединения обра�
зуют межцепочечные сшивки между N7�атома�
ми G в GNC�контексте [22, 23]. Минимальное
расстояние между двумя G в такой последова�
тельности больше, чем длина сшивающего
фрагмента, и предполагается, что это приводит
к изгибу структуры ДНК [24].

Производные нитрозомочевины – ещё одна
группа бифункциональных алкилирующих пре�
паратов, к которым относятся фотемустин, кар�
мустин, ломустин и стрептозоцин. Соединения
этой группы легко проникают через гематоэн�
цефалический барьер и широко используются в
терапии опухолей головного мозга [25, 26].
Структура фотемустина показана на рис. 2, г.
При физиологических значениях pH производ�
ные нитрозомочевины гидролизуются с образо�
ванием 2�хлорэтилдиазогидроксида. В ходе
электрофильной атаки ДНК по О6� и N7�атомам
гуанина образуются различные 2�хлорэтилпро�
изводные [26]. Нуклеофильная атака по второму
реакционному центру моноаддуктов приводит к
образованию внутрицепочечных сшивок между
N7�атомами соседних G или внутримолекуляр�
ной циклизации между О6� и N1�атомами G.
При атаке N3�атома комплементарного C обра�
зуется межцепочечная сшивка [27].

Алкилирующие триазины (дакарбазин и про�
изводные) и тетразины (темозоломид) – группа
монофункциональных алкилирующих препара�
тов. Структура темозоломида показана на рис. 2,
д. В ходе ферментативной (дакарбазин) или
спонтанной активации в физиологических усло�
виях (темозоломид) образуется реакционноспо�
собный катион метилдиазония, который несе�
лективно метилирует основания ДНК. В продук�
тах реакции обнаружены O6�метилгуанин
(6–8%), N7�метилгуанин (70%), N1� и N3�мети�
ладенин (15% и 10%) и N3�метилцитозин (<1%)
[28, 29]. О6�метилгуанин образует пару с включа�
ющимся dTТР, что приводит к резкому возраста�
нию числа мутаций при репликации ДНК [30].

Антиметаболиты�антагонисты нуклеотидов.
Широкое распространение из этой группы пре�
паратов получили аналоги пуриновых нуклеози�
дов флударабин, кладрибин, клофарабин и ана�
логи цитидина цитарабин и гемцитабин (рис. 2,
е) [31]. Большинство соединений представляют
собой модифицированные нуклеозиды и при
попадании в клетку фосфорилируются до нук�
леозидтрифосфатов – нуклеотидов. Такие нук�
леотиды конкурируют с клеточными dNTP за
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Рис 2. Химиотерапевтические препараты, модифицирующие ДНК. На рисунке показаны препараты платины (а), би�
функциональные (б, в, г) и монофункциональные (д) алкилирующие соединения и аналоги цитидина (е). Красным пока�
заны молекулы препаратов и их активные производные (а–д) или выделены группы, отличающие соединение от цитиди�
на (е). Синим овалом на рис. д изображена часть молекулы темозоломида, являющаяся предшественником для метилди�
азония
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связывание с ДНКП и включаются в растущую
цепь ДНК, терминируя синтез и блокируя реп�
ликацию в активно делящихся опухолевых клет�
ках [32]. Некоторые препараты дополнительно
ингибируют другие клеточные ферменты. Нап�
ример, гемцитабин, F�атомы которого имитиру�
ют OH�группу рибонуклеотидов, ингибирует
рибонуклеотидредуктазу, CTP�синтазу и тими�
дилатсинтазу, а также РНК�полимеразу, блоки�
руя транскрипцию [33].

Данный список препаратов не является пол�
ным. Например, не были рассмотрены антра�
циклиновые антибиотики и ингибиторы топо�
изомераз. Эти темы освещены в обзорах [34, 35].

ТРАНСЛЕЗИОННЫЙ СИНТЕЗ
И ХИМИОТЕРАПИЯ

Согласно двухполимеразной модели, в про�
цессе транслезионного синтеза полимераза�
«инсертер» Y�семейства Pol η, Pol ι или Pol κ
включает нуклеотиды непосредственно напро�
тив поврежденного участка ДНК, после чего
происходит переключение на полимеразу�«экс�
тендер» В�семейства Pol ζ (рис. 1) [5]. 

Pol ηη и Pol ιι. Мутации, которые приводят к
потере или снижению активности Pol η, вызыва�
ют развитие варианта наследственной пигмент�
ной ксеродермы (xeroderma pigmentosum variant,
XP�V), характеризующегося высокой частотой
опухолей кожи [36]. Защитное антиканцероген�
ное действие Pol η в клетках кожи обусловлено
эффективным и точным транслезионным синте�
зом напротив тимин�тиминовых димеров, обра�
зующихся под влиянием ультрафиолета [36].

Pol η также эффективнее других ДНКП осу�
ществляет транслезионный синтез на ДНК�мат�
рицах с внутрицепочечными сшивками, образу�
ющимися под действием препаратов платино�
вой группы цисплатина и оксалиплатина
[37–41]. Нокдаун POLH, кодирующего Pol η,
снижает эффективность транслезионного син�
теза напротив внутринитевой цисплатиновой
сшивки в клетках U2OS ∼ в 2 раза [42]. Предпо�
лагается, что в культуре клеток высокий уровень
экспрессии POLH вызывает резистентность кле�
ток опухолей яичников, легких и мочевого пу�
зыря к цисплатину, а снижение уровня экспрес�
сии POLH сенсибилизирует клетки яичников и
легких к действию препарата [43–45]. Интерес�
но, что потеря POLH подавляет рост клеток ксе�
нографта* опухоли легких человека Н1975 после

пересадки бестимусным мышам даже без тера�
пии [45]. Это может быть связано с участием Pol
η в транслезионном синтезе напротив эндоген�
ных повреждений.

Показано, что высокий уровень экспрессии
POLH в клетках опухолей повышает уровень
смертности среди пациентов с немелкоклеточ�
ным раком легкого и аденокарциномой желуд�
ка, что может быть связано со снижением эф�
фективности химиотерапии цисплатином или
оксалиплатином у данной группы пациентов
[46, 47]. Напротив, падение активности Pol η в
опухолевых клетках пациентов с пигментной
ксеродермой XP�V фенотипа обуславливает вы�
сокую эффективность химиотерапии цисплати�
ном, и делает цисплатин у данной группы паци�
ентов препаратом выбора [48]. Следует отме�
тить, что из�за повышенной чувствительности
клеток к цисплатину у XP�V пациентов при хи�
миотерапии чаще развиваются побочные эф�
фекты (потеря слуха, повреждение почек, мие�
лосупрессия) [49]. Это необходимо учитывать
при выборе дозировки.

Кроме того, исследования активности Pol η
in vitro и в культуре клеток позволяют предполо�
жить, что Pol η может снижать эффективность
таких химиотерапевтических препаратов, как
цитарабин и гемцитабин [50–53]. Показан так�
же эффективный и высокоошибочный трансле�
зионный синтез Pol η и Pol κ на ДНК�матрицах
с аддуктами тамоксифена — модулятора рецеп�
торов эстрогена, который используется для ле�
чения эстроген�зависимых опухолей [54]. Инду�
цированные Pol η и Pol κ мутации могут быть
связаны с генотоксическими свойствами препа�
рата.

Pol ι является ближайшим гомологом Pol η
[55]. Данные об участии Pol ι в развитии резис�
тентности к препаратам платиновой и алкили�
рующей групп в литературе отсутствуют. Однако
способность Pol ι к транслезионному синтезу на
участках ДНК с межнитевыми сшивками была
показана in vitro для аддуктов псоралена, кото�
рый используется в фотохимиотерапии псориа�
за [56]. Как и Pol η, Pol ι эффективно включает
dNTP на матрицах с аддуктами цитарабина, и
нокдаун POLI, кодирующего Pol ι, приводит к
падению выживаемости клеток после обработки
этим препаратом [53]. 

Pol κκ. In vitro Pol κ «проходит» межнитевые
сшивки разной структуры между остатками N2�
G [57, 58], аддукты тамоксифена [54] и эффек�
тивно продолжает синтез от концов праймеров,
спаренных с внутринитевой цисплатиновой
сшивкой [59]. Вклад Pol κ в развитие резистент�
ности к препаратам химиотерапии подтвержда�
ется работами на культурах клеток и модельных
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* Ксенографт – экспериментальная онкологическая мо�
дель, использующая привитые животным (например, мы�
шам) опухоли человека.
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Таблица 1. Полиморфные варианты транслезионных ДНКП, ассоциированные с ответом на лечение и исходом заболева�
ния при применении препаратов платины (если не указано иное), 5�фторурацила и дакомитиниба

ДНКП

Pol κ

Pol ζ:

REV3L

Pol ζ:

REV7

(MAD2L2)

Полиморфизм*

синонимичная

замена, rs3213801

интрон,

rs5744533

интрон,

rs5744655

интрон,

rs3756558

интрон,

rs10077427

5′�UTR,

rs5744545

3′�UTR, rs465646

миссенс�замена,

T1224I, rs462779

синонимичная

замена, rs455732

интрон, rs240969

интрон, rs240966

интрон,

rs4945880

миссенс�замена,

R2762Q,

rs3218592

соматические

мутации G1398V,

I1992fs, Y2479fs

интрон,

rs2233025

MAF

0,226

0,238

0,013

0,136

0,133

0,102

0,195

0,330

0,40

0,207

0,28

0,059

0,0009

0,172

Связь генотипа с заболеванием

АА ассоциирован с ответом на лечение при раке легкого (OR = 1,91;

95%CI 1,00–3,54)

АА ассоциирован с ответом на лечение при раке легкого (OR = 1,91;

95%CI 1,00–3,54)

АА ассоциирован с отсутствием ответа на лечение при раке легкого 

(OR = 0,46; 95%CI 0,23–0,99)

GG ассоциирован с низкой степенью общей (OR = 0,69; 95%CI

0,50–0,94) и гематологической токсичности при раке легкого (OR =

0,71; 95%CI 0,50–0,98)

GG ассоциирован с лучшей выживаемостью до прогрессирования при

раке легкого (HR = 0,55; 95%CI 0,41–0,73)

AG и GG ассоциированы с низкой выживаемостью до прогрессирова�

ния при раке легкого (HR = 2,19; 95%CI 1,53–2,55)

лучшая общая выживаемость при мезотелиоме (HR = 0,50; 95%CI

0,30–0,83)

высокая степень гематологической токсичности при раке легкого 

(OR = 2,54; 95%CI 1,17–5,42)

лучшая общая выживаемость при мезотелиоме (HR = 0,58; 95%CI

0,36–0,92)

низкий уровень общей выживаемости при остеосаркоме (HR = 2,60;

95%CI 1,18–5,74)

низкий риск тромбоцитопении при раке легкого (OR = 0,40; 95%CI

0,20–0,78)

СТ и ТТ ассоциированы с гастроинтестинальной токсичностью при ме�

зотелиоме (OR = 2,71; 95%CI 1,18–6,21)

GG ассоциирован с ответом на лечение при раке легкого (OR = 0,55;

95%CI 0,36–0,83) 

аллель G ассоциирован с низкой степенью гематологической токсич�

ности при раке легкого (OR = 0,44; 95%CI 0,21–0,94) 

GG ассоциирован с высокой степенью гематологической токсичности

при раке легкого (OR = 1,50; 95%CI 1,05–2,15) 

аллель T обнаружен у пациентов с метастатическим колоректальным

раком, не ответивших на лечение 5�фторурацилом

чувствительность к дакомитинибу при плоскоклеточной карциноме го�

ловы и шеи

аллель G ассоциирован с низкой степенью гематологической токсич�

ности при раке легкого (OR = 0,29; 95%CI 0,10–0,82) 
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животных. Pol κ в кооперации с Pol ζ с низкой
точностью «проходит» цисплатиновые внутри�
цепочечные сшивки в клетках U2OS ∼ в 30%
случаев [42]. Потеря функции Pol κ повышает
как чувствительность клеток к митомицину С,
так и частоту индуцированного мутагенеза в
культуре клеток человека и у мышей [60, 61].
Наконец, показано участие Pol κ в независимой
от репликации репарации сшивок, образован�
ных цисплатином и митомицином С, в неделя�
щихся клетках [62, 63].

Ассоциация полиморфизмов POLK с повы�
шенной чувствительностью к препаратам пла�
тиновой группы показана у пациентов с немел�
коклеточным раком легких [64] (табл. 1).

Pol ζζ состоит из нескольких субъединиц: ка�
талитической REV3 и регуляторных REV7 (в
форме димера), POLD2 (p50) и POLD3 (p66)
[72–75]. Функции ДНКП Y�семейства частично
взаимозаменяемы, тогда как роль Pol ζ в транс�
лезионном синтезе является уникальной. Pol ζ
играет роль в развитии устойчивости разных ти�
пов клеток и опухолей к цисплатину [76–82], 5�
фторурацилу [83] и препаратам алкилирующего
действия темозоломиду и фотемустину [84]. По�
казано, что Pol ζ повышает эффективность
транслезионного синтеза Pol η напротив цисп�
латиновых сшивок in vitro [73]. В клетках U2OS
Pol ζ осуществляет до 80% событий транслези�
онного синтеза напротив внутринитевой цисп�
латиновой сшивки в кооперации с Pol η или Pol
κ [42]. Подавление уровня экспрессии  катали�
тической субъединицы Pol ζ REV3L в клетках
карциномы головы и шеи, немелкоклеточного
рака легкого, глиомы головного мозга, рака
шейки матки, а также подавление Rev3l непос�
редственно в опухолях при метастазирующем

раке легких и лимфомах у мышей приводит к хо�
рошему ответу на препараты химиотерапии [76,
77, 80, 81, 85–87].

Полиморфизмы гена REV3L оказывают вли�
яние на эффективность химиотерапии циспла�
тином у пациентов с остеосаркомой и мезотели�
омой [65, 67], и дакомитинибом у пациентов с
плоскоклеточными карциномами головы и шеи
(соматические мутации) [70] (табл. 1). Высокий
уровень экспрессии регуляторной субъединицы
Pol ζ REV7 вызывает устойчивость к радиотера�
пии [88], а также коррелирует с негативным
прогнозом, и является независимым прогности�
ческим фактором развития устойчивости к ри�
туксимабу (препарат на основе моноклональ�
ных антител к CD20 антигену В�лимфоцитов) у
пациентов с В�клеточными лимфомами, хотя
механизм развития устойчивости неясен [89].

REV1 относится к Y�семейству ДНКП, одна�
ко обладает низкой полимеразной активностью
и включает только dCMP напротив неповреж�
денных матричных нуклеотидов, АП�сайтов и
N2�аддуктов гуанина в материнской цепи ДНК
[4, 5, 90–92]. REV1 играет важную структурную
и регуляторную роли в процессе транслезионно�
го синтеза. REV1 взаимодействует с другими по�
лимеразами Y�семейства, с Pol ζ и с фактором
процессивности PCNA, координируя сборку и
работу транслесомы [4, 5].

Высокий уровень экспрессии REV1 вызыва�
ет устойчивость клеток карциномы яичника к
цисплатину [93, 94]. Низкий уровень экспрес�
сии REV1 сопровождается полной регрессией
плоскоклеточных карцином головы и шеи после
комбинированной химиотерапии и лучевой те�
рапии, а высокий уровень экспрессии коррели�
рует с устойчивостью к радиотерапии [95]. Ис�
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Окончание таблицы 1

ДНКП

REV1

Полиморфизм*

миссенс�замена,

V138M,

rs3087403

миссенс�замена,

F257S, rs3087386

интрон,

rs3792136

MAF

0,260

0,398

0,142

Связь генотипа с заболеванием

риск лейкопении (OR = 2,74; 95%CI 1,24–6,06) и нейтропении (OR =

2,07; 95%CI 1,01–4,24) при мезотелиоме 

низкий уровень общей выживаемости при остеосаркоме (HR = 4,44;

95%CI 1,92–10,27)

АА и AG ассоциированы с низким риском нейтропении при мезотели�

оме (OR = 0,44; 95%CI 0,21–0,92)  

низкая выживаемость при раке легкого (HR = 1,92; 95%CI 1,08–3,39)

низкая выживаемость при раке легкого (HR = 2,36; 95%CI 1,30–4,25)

Ссылки

[65]

[67]

[65]

[71]

[71]

Примечание. * Синонимичные замены и замены в интронах могут нарушать сплайсинг или влиять на уровень экспрес�
сии, затрагивая регуляторные области.
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следования на модели Eμ%myc мышей, доклини�
ческой модели лимфомы Беркитта, показали,
что подавление экспрессии Rev1 снижает мута�
генез, индуцированный цисплатином и цикло�
фосфамидом, и предупреждает развитие резис�
тентности к циклофосфамиду [87].

Полиморфизмы REV1, в частности, амино�
кислотная замена V138M (rs3087403), оказыва�
ют влияние на эффективность химиотерапии
цисплатином у пациентов с остеосаркомой [67],
а полиморфизм F257S может служить маркером
негативного прогноза при раке легких [71]
(табл. 1).

ИНГИБИТОРЫ ТРАНСЛЕЗИОННОГО
СИНТЕЗА ДНК

Подавление клеточных механизмов толерант�
ности к повреждениям ДНК может повысить
эффективность химиотерапии. В последние го�
ды ведется поиск ингибиторов ДНКП, участву�
ющих в транслезионном синтезе ДНК. Страте�
гии разработки ингибиторов включают созда�
ние ингибиторов, непосредственно подавляю�
щих каталитическую активность ДНКП, инги�
биторов, нарушающих ключевые белок�белко�
вые взаимодействия между компонентами
транслесомы, и ингибиторов убиквитинилиро�
ванного PCNA.

Было проведено несколько исследований по
поиску низкомолекулярных ингибиторов
ДНКП Y�семейства. Скрининг тысяч химичес�
ких соединений in vitro и компьютерное модели�
рование позволили обнаружить более десятка
ингибиторов Pol η, Pol κ, Pol ι и REV1, характе�
ризующихся разной эффективностью и специ�
фичностью [96–105] (табл. 2).

Было показано, что соединения кандесартан
цилексетил (антагонист рецептора ангиотензи�
на), маноалид и МК�886 ингибируют Pol κ в
микромолярных концентрациях (табл. 2) [104].
Кандесартан цилексетил не оказывал сущест�
венного влияния на репликацию в культуре кле�
ток, но повышал их чувствительность к УФ, а
также ингибировал активность Pol ι и Pol η
[104]. Производные тиобарбитуровой кислоты
ингибируют Pol η в 3–10 раз эффективнее дру�
гих ДНКП, повышая чувствительность клеток к
препаратам платиновой группы (табл. 2) [97,
105].

Для REV1 был предложен целый ряд низко�
молекулярных ингибиторов, блокирующих
ключевые белок�белковые взаимодействия
транслесомы. Полученные соединения связыва�
ются с разными районами REV1: 1) RIR�моти�
вом, взаимодействующим с Y�ДНКП [98–101],

2) с убиквитинсвязывающим мотивом UBM2,
взаимодействующим c моноубиквитинилирова�
ным PCNA [102], 3) С�концевым районом взаи�
модействия с регуляторной субъединицей REV7
Pol ζ [103] (табл. 2). Был предложен и ингиби�
тор, нарушающий взаимодействие между RЕV3
и REV7 (табл. 2) [96]. Ингибирующее действие
большинства соединений и их способность по�
вышать чувствительность клеток к препаратам
химиотерапии были показаны в культуре клеток
(табл. 2). Высокая эффективность ингибитора
REV1 JH�RE�06, блокирующего взаимодей�
ствие между REV1 и REV7, была продемонстри�
рована также на модели ксенографта меланомы
человека у мышей [103]. Совместная терапия
ингибитором JH�RE�06 и цисплатином почти
полностью остановила рост опухоли.

Высокоспецифичные ингибиторы на основе
рибозимов и РНК�аптамеров были получены
для REV1 [106] и Pol ι [107]. Доставка рибозимов
в легкие мышей с помощью небулайзера снизи�
ла частоту мутаций, индуцированных бен�
зо[α]пиреном, и в два раза сократила количест�
во химически индуцированных опухолей [106].
Потенциальным ингибитором Pol η может слу�
жить микроРНК miRNA�93. Показано, что су�
перэкспрессия данной микроРНК снижает
экспрессию POLH и увеличивает эффектив�
ность химиотерапии цисплатином [43]. Недавно
были получены ингибирующие ДНК�аптамеры
к Pol η [Бондаренко К.А., Макарова А.В., нео�
публикованные данные].

Ингибиторами транслезионного синтеза
также могут выступать соединения, выделенные
из живых организмов: 3�О�метилфуникон из
Penicillium pinophlium, соединения пенициллиол
(penicilliol) А и В из Penicillium daleae, гликоли�
пиды шпината, кохаминовая кислота морской
губки рода Ircinia, а также соединения таларо�
флавон (talaroflavone) и 1�дезоксирубралактон
(1�deoxyrubralactone) из штамма грибов, собран�
ных с водорослей Японского моря [108]. Разра�
батываются новые аналоги dNTP, ингибирую�
щие работу ДНКП транслезионного синтеза
[109].

РЕ�ИНИЦИАЦИЯ СИНТЕЗА ДНК

Праймаза�полимераза PrimPol относится к
классу архео�эукариотических праймаз. В отли�
чие от других ДНКП PrimPol обладает ДНК�
праймазной активностью и может ре�иници�
ировать синтез ДНК после встречи репликатив�
ной ДНКП с повреждением и остановки репли�
кации (рис. 1) [110, 111]. Можно предположить,
что, осуществляя ре�инициацию репликации,
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PrimPol играет роль в развитии резистентности
ко многим химиотерапевтическим препаратам,
повреждающим ДНК.

Первые исследования на культурах клеток
подтверждают вклад PrimPol в развитие резистент�
ности к цисплатину. Нокаут гена PRIMPOL по�
вышает чувствительность кератиноцитов кури�
цы DT40 к цисплатину [112]. Предполагается,
что именно PrimPol отвечает за развитие резис�
тентности к цисплатину в клетках опухолей гру�
ди и яичников с дефектами гомологичной ре�
комбинации, вызванных нарушениями в работе
белков�онкосупрессоров BRCA [113]. BRCA1 и

BRCA2 необходимы для регуляции и координа�
ции достаточно точного процесса гомологичной
рекомбинации двухцепочечных разрывов ДНК.
BRCA1 и BRCA2 взаимодействуют с рекомбина�
зой RAD51 и участвуют в образовании RAD51�
нуклеопротеиновых филаментов гомологичных
участков одноцепочечной ДНК [114]. Показано,
что PrimPol необходима для выживания
BRCA1–/– клеток после обработки цисплатином
[113]. Сверхэкспрессия PrimPol в клетках
BRCA1–/– снижает чувствительность к комбини�
рованной химиотерапии ингибиторами ATR�
киназ и цисплатином [113].

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  8  2020

1029

Таблица 2. Низкомолекулярные ингибиторы ДНКП Y�семейства и Pol ζ

Ингибитор

Производные тиобарбитуровой

кислоты ITBA�16 и ITBA�19

PNR�7�02, производное индол

тиобарбитуровой кислоты

Кандесартан цилексетил, анта�

гонист рецептора ангиотензина

Маноалид, антагонист фосфо�

липазы А2

МК�886, антагонист лейкотри�

енов 

Тиофены

Феназопиридин (#1) и его про�

изводные

Соединения, близкие по струк�

туре феназопиридину #4�6

Соединения #1 и #2

Производное 1,4�дигидрохино�

лина JH�RE�06

Соединение #7

ДНКП

Pol η

Pol η

Pol κ

Pol η

Pol ι

Pol κ

Pol κ

REV1 RIR 

REV1 RIR

REV1 RIR

REV1 UBM2

REV1, район

взаимодейст�

вия с REV7

REV7, район

взаимодейст�

вия с REV3

IC50 in
vitro, μM*

16–17

8

9

11

6

3

13

#4–4,1;

#5–2,5

#1–1;

#3–0,39

#4–1,6;

#5�6,7;

#6–4,9

#1–3,4;

#2–9,7

0,8

78

Эффекты в культуре клеток или организме жи�
вотных

нет данных

чувствительность к препаратам платины

чувствительность к УФ

нет данных

нет данных

чувствительность к УФ и цисплатину

нет данных

чувствительность к цисплатину

#1 – чувствительность к циклофосфамиду и

цисплатину

чувствительность к цисплатину и целому ряду

ДНК�повреждающих агентов в культурах клеток,

ингибирует рост опухоли в комбинации с циспла�

тином на модели ксенографта меланомы человека

у мыши

чувствительность к цисплатину

Ссылка

[97]

[105]

[104]

[104]

[104]

[100,

101]

[98]

[99]

[102]

[103]

[96]

Примечание. * Для неповрежденной ДНК, если не указано иное.
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Кроме того, было показано, что PrimPol
включает противоопухолевые аналоги нуклео�
тидов цитарабин и гемцитабин в новосинтези�
рованную цепь ДНК in vitro [115].

Исследования ассоциаций полиморфизмов
PrimPol с развитием онкологических заболева�
ний пока не проводились, но было показано,
что в опухолях легких часто встречается замена
Y100H, затрагивающая активный центр фер�
мента [116]. Было высказано предположение о
том, что данная мутация может давать преиму�
щество раковым клеткам на ранних стадиях
канцерогенеза, поскольку стимулирует включе�
ние рибонуклеотидов. Концентрации рибонук�
леотидов в клетках в несколько раз превышают
концентрации дезоксирибонуклеотидов, а опу�
холевые клетки часто характеризуются допол�
нительным падением концентраций dNTP, поэ�
тому включение рибонуклеотидов PrimPol при
репликации может стимулировать деление
[117]. Можно предположить, что замена Y100H
может вносить вклад в развитие резистентности
к препаратам, направленным на ингибирование
синтеза нуклеотидов, таких как метотрексат,
гидроксимочевина и 5�фторурацил [108].

Важно отметить, что недавние [118] и более
ранние [119] исследования показали, что встреча
репликативной ДНКП Saccharomyces cerevisiae с
блокирующим повреждением (и в отстающей, и
в лидирующей цепях) не останавливает репли�
кацию: Pol α�праймаза продолжает синтез на
отстающей цепи за счет ре�инициации, синте�
зируя новые фрагменты Оказаки. Анализ репли�
кации плазмидной ДНК c Т�Т димером в
экстрактах клеток человека [120, 121] и монито�
ринг динамики синтеза нитей ДНК в клетках
человека [122] также показали, что повреждение
в отстающей цепи не блокирует репликацию.
Предполагается, что (как и у низших эукариот) у
млекопитающих Pol α�праймаза продолжает
синтезировать новые фрагменты Оказаки [123],
хотя экспериментальные доказательства еще не
получены.

PrimPol, вероятно, осуществляет репрай�
минг на лидирующей цепи в случаях, когда пов�
реждения затрагивают лидирующую цепь или
обе цепи (межнитевая сшивка). Эксперимен�
тальные свидетельства, указывающие на то, что
PrimPol осуществляет синтез ДНК de novo на ли�
дирующей цепи, были получены в культуре кле�
ток курицы [124] и В�лимфоцитах мыши [125].

Таким образом, Pol α�праймаза и PrimPol
также являются мишенями для разработки про�
тивоопухолевых препаратов. Ретиноидоподоб�

ные низкомолекулярные соединения CD437 и
ST1926 обладают выраженной противоопухоле�
вой активностью для целого ряда опухолевых
клеток и связывают каталитическую субъедини�
цу Pol α – POLA1 [126, 127].

В настоящем обзоре рассмотрена роль ДНКП
в транслезионном синтезе ДНК в ответ на пов�
реждения, вызванные препаратами химиотера�
пии. Важно отметить, что из�за «толерантности»
активного центра, отсутствия 3′�5′�корректиру�
ющей активности и использования неканони�
ческих взаимодействий при включении нуклео�
тидов точность синтеза транслезионных ДНКП
на неповрежденной ДНК на несколько поряд�
ков ниже точности синтеза репликативных
ДНКП [6, 7]. Поэтому транслезионный синтез
может способствовать ускоренному накопле�
нию мутаций, некоторые из которых могут дать
преимущества опухолевым клеткам и вызвать
резистентность. Подавление транслезионного
синтеза не только блокирует репликацию, но и
снизит скорость появления клонов опухолевых
клеток с новыми свойствами, замедлив химио�
индуцированную клональную эволюцию опухо�
ли.

Таким образом, ДНКП транслезионного
синтеза являются перспективными мишенями
для повышения эффективности химиотерапии,
а мутации, полиморфизмы и уровень активнос�
ти некоторых ДНКП могут быть ценными прог�
ностическими маркерами при выборе терапии
ряда онкологических заболеваний. Несомнен�
но, получение новых специфичных и эффектив�
ных ингибиторов транслезионных ДНКП и
ключевых белок�белковых взаимодействий
транслесомы является перспективным подхо�
дом повышения эффективности и снижения
цитотоксичности химиотерапевтических препа�
ратов.
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Many chemotherapy drugs block tumor cell division by damaging DNA. DNA polymerases eta (Pol η), iota (Pol ι),
kappa (Pol κ), REV1 of the Y�family and zeta (Pol ζ) of the B�family efficiently incorporate nucleotides opposite a
number of DNA lesions during translesion DNA synthesis. Primase�polymerase PrimPol and the Pol α�primase com�
plex reinitiate DNA synthesis downstream of the damaged sites using their DNA primase activity. These enzymes can
decrease the efficacy of chemotherapy drugs, contribute to the survival of tumor cells and to the progression of malig�
nant diseases. DNA polymerases are promising targets for increasing the effectiveness of chemotherapy, and muta�
tions and polymorphisms in some DNA polymerases can serve as additional prognostic markers in a number of onco�
logical disorders.

Keywords: translesion DNA synthesis, DNA lesions, resistance to chemotherapy drugs
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смотрена роль белков NUDT в метаболизме NAD и ADP#рибозы в клетках человека и животных.
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ВВЕДЕНИЕ

Белки суперсемейства NUDIX гидролаз
(NUDT) найдены во всех классах организмов от
архей и бактерий до высших эукариот. Данные
ферменты расщепляют широкий спектр органи#
ческих пирофосфатов, преимущественно имею#

щих структуру NDP#X (NDP – нуклеозидди#
фосфат, Х – любое соединение). В результате
гидролиза пирофосфатной связи образуется
нуклеозидмонофосфат (NMP) и P#X. Субстра#
тами NUDIX гидролаз являются (дезокси)нук#
леозидтрифосфаты, в том числе их окисленные
формы, нуклеотидные сахара и спирты, динук#
леозидные полифосфаты (NpnN), а также кэп#
структуры РНК. Все белки семейства NUDIX
имеют консервативный каталитический
NUDIX домен (NUDIX box), состоящий из 23
аминокислот GX5EX5[UA]XREX2EEXGU, где
U – алифатическая гидрофобная аминокисло#
та,  X – любая аминокислота [1].

К настоящему времени у млекопитающих
охарактеризовано 24 гена, кодирующих белки
семейства NUDIX гидролаз. Белки данного се#
мейства имеют широкий спектр функций и ха#
рактеризуются различной субстратной специ#
фичностью и внутриклеточной локализацией.
Одни гидролазы расщепляют окисленные нук#
леотиды, которые обладают мутагенным потен#
циалом, другие контролируют внутриклеточные
концентрации различных метаболитов, в том
числе важнейших регуляторных молекул [1, 2].
Например, цитозольные NUDIX гидролазы
млекопитающих (NUDT1, NUDT5 и NUDT15)
расщепляют окисленные нуклеотиды и предо#

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : NUDT – белки суперсе#
мейства NUDIX гидролаз; ADPR – ADP#рибоза (ADP#
ribose); OAcADPR – О#ацетил#ADP#рибоза (O#acetyl#
ADP#ribose); PARP – семейство белков поли(ADP#рибо#
за)полимераз (poly(ADP#ribose)polymerase); Nam – нико#
тинамид (nicotinamide); PAR – полимеры ADP#рибозы
(poly(ADP#ribose)); ЭР – эндоплазматический ретикулум;
PARG – поли#ADP#рибозилгликогидролаза (poly(ADP#
ribose) glycohydrolase); ARH – семейство белков ADP#ри#
бозилгидролаз (ADP#ribosylhydrolase); TARG – терминаль#
ная ADP#рибозилгидролаза (terminal ADP#ribose protein
glycohydrolase1); SIRT1#7 – белки семейства сиртуинов;
cADPR – циклическая ADP#рибоза (cyclic ADP#ribose);
R5′P– рибозо#5′#фосфат (ribose#5′#phosphate); АФК – ак#
тивные формы кислорода; GAPDH – глицеральдегид#3#
фосфатдегидрогеназа (glyceraldehyde 3#phosphate dehydro#
genase); NMN – никотинамидмононуклеотид (nicoti#
namide mononucleotide); NMNAT – семейство белков
никотинамидмононуклеотидаденилилтрансфераз (nicoti#
namide mononucleotide adenylyltransferase); ANT – аденин#
нуклеотидтранслоказа (adenine nucleotide translocase);
AMPK – AMP#активируемая протеинкиназа (AMP#activat#
ed protein kinase); NAD – никотинамидадениндинуклеотид.

* Адресат для корреспонденции.
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твращают их встраивание в ДНК и РНК, под#
держивая стабильность генома и повышая ус#
тойчивость клеток к оксидативному стрессу
[3–6]. Другие представители семейства NUDIX
(белки NUDT20, NUDT16 и NUDT3) убирают
5′#кэп (7#метилгуанозин) с РНК, и таким обра#
зом регулируют стабильность мРНК и малых яд#
рышковых РНК и контролируют экспрессию
генов [7, 8]. Тогда как пероксисомальные белки
мыши Nudt7 и Nudt19, а также митохондриаль#
ный белок Nudt8 расщепляют кофермент#А
(СоA) и его ацильные производные (Ацил#СоА)

с образованием 3′,5′#ADP и соответствующих
ацильных производных 4′#фосфопантетеина
[9–11]. Более того, установлено, что Nudt19
участвует в регуляции уровня СоА в почках, а
сверхэкспрессия Nudt7 в печени мышей приво#
дит к уменьшению концентрации короткоцепо#
чечных Ацил#CoA, что коррелирует со значи#
тельным снижением уровня желчных кислот и
скорости окисления жирных кислот в гепатоци#
тах [10, 11].

Такие важнейшие низкомолекулярные сое#
динения, как NAD, NADP, ADP#рибоза и
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Рис. 1. Структуры NAD(P), ADP#рибозы и её производных – субстратов гидролаз семейства NUDIX. NUDIX гидролазы
(NUDT) млекопитающих расщепляют NAD(P)+ на NMN и AMP (3′,5′#ADP). NAD(P)H расщепляется на NMNH и AMP
(3′,5′#ADP). ADP#рибоза (ADPR) расщепляется на рибозо#5′#фосфат (R5′P) и AMP. Полимеры ADP#рибозы (PAR) рас#
щепляются с образованием R5′P, AMP и AMP, соединенного с R5′P (AMP#R5′P). О#ацетил#ADP#рибоза (OAcADPR) рас#
щепляется с образованием O#ацетил#рибозо#5′#фосфата (OAcR5′P) и AMP. (С цветными вариантами рис. 1–3 можно оз#
накомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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OAcADPR, также являются субстратами гидро#
лаз семейства NUDIX (рис. 1). В данном обзоре
рассмотрена роль белков NUDT в метаболизме
NAD и ADP#рибозы в клетках человека и жи#
вотных.

МЕТАБОЛИЗМ NAD И ADP�РИБОЗЫ
У МЛЕКОПИТАЮЩИХ

NAD является коферментом дегидрогеназ,
катализирующих окислительно#восстанови#
тельные реакции центральных метаболических
путей в клетках человека. Ключевые реакции
гликолиза, цикла Кребса и β#окисления жир#
ных кислот сопряжены с обратимым переходом
NAD из его окисленной формы (NAD+) в вос#
становленную форму (NADH). NADH является
донором электронов для электрон#транспорт#
ной цепи, работа которой сопряжена с окисли#
тельным фосфорилированием ADP до ATP.
Фосфорилированная форма NAD (NADP) так#
же является жизненно необходимым внутрикле#
точным метаболитом. Данный динуклеотид су#
ществует преимущественно в восстановленной
форме (NADPH) и является коферментом реак#
ций в анаболических процессах синтеза жирных
кислот и холестерина, а также необходим для за#
щиты клетки от окислительного стресса [12].

В настоящее время известно, что NAD, по#
мимо ключевой роли в энергетическом метабо#
лизме клетки, также играет важнейшую роль в
различных регуляторных процессах в клетке
[13–15] (рис. 2). NAD+ используется в качестве
субстрата ферментами семейства PARP для
внутриклеточного ADP#рибозилирования бел#
ков. В результате этой посттрансляционной мо#
дификации NAD+ расщепляется на никотин#
амид (NAM) и ADP#рибозу, затем одна (моно#
ADP#рибозилирование) или несколько (поли#
ADP#рибозилирование) молекул ADP#рибозы
переносятся на специфические аминокислоты
белка#мишени. Семейство PARP включает 17
ферментов, четыре из которых PARP1, PARP2,
PARP5a и PARP5b являются поли(ADP#рибо#
за)полимеразами и могут присоединять к своим
мишеням длинные разветвленные цепочки по#
лимеров ADP#рибозы, PAR. Остальные предс#
тавители семейства PARP являются ADP#рибо#
зилтрансферазами, катализирующими моно#
ADP#рибозилирование белков. Поли#ADP#ри#
бозилирование белков является важнейшей ре#
гуляторной модификацией и играет ключевую
роль в ответе клетки на повреждение ДНК, в ре#
гуляции транскрипции, а также в гибели клетки
[16, 17]. Также внутриклеточные моно# и поли#
ADP#рибозилирование вовлечены в регуляцию

множества других клеточных процессов, таких
как поддержание теломер, синтез и процессинг
РНК, трансляция, деградация белков, ответ на
клеточный стресс, вызванный накоплением в
эндоплазматическом ретикулуме несвернутых
белков (ЭР#стресс), иммунный ответ, диффе#
ренцировка и многие другие [16, 17]. ADP#рибо#
зилирование является обратимой модификаци#
ей. Поддержание баланса между ADP#рибози#
лированием белков и отщеплением ADP#рибо#
зы крайне важно для регуляции ответа клетки на
различные стрессовые факторы. Например, эф#
фективность ответа клетки на повреждение
ДНК зависит от баланса между активностями
поли(ADP#рибоза)полимеразы PARP1 и фер#
мента PARG, расщепляющего полимеры ADP#
рибозы [16]. Ферменты PARG и ARH3 (ADP#
ribosyl#acceptor hydrolase 3) расщепляют O#гли#
козидную связь в полимерах ADP#рибозы, в то
время как оставшуюся молекулу ADP#рибозы,
присоединенную к белку, убирают ферменты –
MacroD1, MacroD2, гликогидролаза TARG1
(terminal ADP#ribose protein glycohydrolase 1), а
также ARH3 и ARH1 [18] (рис. 2). Недавно было
показано, что субстратами ферментов семейства
PARP являются не только белки, но и нуклеино#
вые кислоты [19, 20] (рис. 2). Обратимое моно# и
поли#ADP#рибозилирование ДНК может играть
важную роль в репарации ДНК, а также в защите
ДНК от деградации нуклеазами. Также было про#
демонстрировано, что белки человека PARP10,
PARP11 и PARP15 моно#ADP#рибозилируют
фосфорилированные концы РНК in vitro [21].

Другим семейством NAD+#зависимых регу#
ляторных ферментов в клетке является семей#
ство высококонсервативных деацетилаз – сирту#
инов [22]. Данные ферменты отщепляют Nam от
NAD+ и переносят ацетильную группу с остатка
лизина модифицированного белка на ADP#ри#
бозу, в результате чего образуется OAcADPR [23].
Установлено, что cиртуины деацетилируют ши#
рокий спектр белковых субстратов, включая гис#
тоны, регуляторные, структурные и каталити#
чески активные белки, и таким образом участву#
ют в регуляции транскрипции, репарации, апо#
птоза, секреции инсулина, работы биологичес#
ких часов, старения и многих других процессов
[22, 24–26]. Образующаяся в результате NAD+#
зависимого деацетилирования белков OAcADPR
может активировать катионные каналы TRPM2
на плазматической мембране [27]. OAcADPR
расщепляется до ADP#рибозы белками ARH3,
MacroD1 и MacroD2 [28, 29] (рис. 2).

Также NAD+ является субстратом ADP#ри#
бозилциклаз CD38 и SARM1, которые исполь#
зуют данный динуклеотид для синтеза ADP#ри#
бозы и циклической ADP#рибозы (cADPR),
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участвующих в мобилизации кальция в клетке
[30]. Более того, белки CD38 и SARM1 могут
расщеплять cADPR с образованием ADP#рибо#
зы (рис. 2). cADPR стимулирует выход кальция
из эндоплазматического ретикулума, в то время
как ADP#рибоза может активировать транспорт
кальция из внеклеточного пространства через
катионные каналы TRPM2 на плазматической
мембране [31, 32].

Недавно было показано, что РНК млекопита#
ющих может быть кэпирована NAD+ [33] (рис. 2).

Биологическая роль такой модификации пока не
до конца выяснена, однако установлено, что
РНК, кэпированные NAD+ с 5′#конца, не могут
эффективно транслироваться, а также менее ста#
бильны, чем молекулы РНК, кэпированные 7#
метилгуанозином, и некэпированные РНК [33].

Для эффективной регуляции множества
важнейших процессов клетка должна поддер#
живать определенный уровень NAD в различ#
ных компартментах, а также поддерживать ба#
ланс между образованием и расщеплением
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Рис. 2. Участие NUDIX гидролаз в метаболизме NAD и ADP#рибозы в клетках человека и животных. NAD+(H) фосфори#
лируется до NADP+(H) киназой NADK. В окислительно#восстановительных реакциях NAD+ и NADP+ обратимо перехо#
дят, соответственно, в восстановленные формы NADH и NADPH. NAD+(H) и NADP+(H) являются субстратами гидролаз
NUDT12 и NUDT13. NUDT5 и NUDT14 расщепляют NADH. NUDT16 расщепляет NAD+, который используется в каче#
стве субстрата ферментами семейства PARP для ADP#рибозилирования белков, ДНК и РНК, сиртуинами (SIRT) для де#
ацетилирования и ADP#рибозилирования белков, а также белками CD38 и SARM1 для синтеза ADP#рибозы (ADPR) и
циклической ADP#рибозы (cADPR) – вторичных посредников мобилизации кальция в клетке. ADPR и полимеры ADP#
рибозы (PAR), ковалентно присоединенные к молекулам белков, ДНК и РНК, О#ацетил#ADP#рибоза (OAcADPR) и
cADPR расщепляются до свободной ADPR гидролазами PARG, ARH1, ARH3, MacroD1, MacroD2, TARG1, SARM1 и
CD38. Свободная ADPR, ADPR и PAR, ковалентно присоединенные к молекулам белков, ДНК и РНК, а также OAcADPR
расщепляются гидролазами семейства NUDIX – NUDT5, NUDT9, NUDT12, NUDT14 и NUDT16. NUDT12 и NUDT16
расщепляют NAD+#кэп на 5′#конце РНК
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ADP#рибозы [14, 34, 35]. Нарушение регуляции
уровня NAD в клетках и тканях ассоциированы
с широким спектром заболеваний, таких как
нейродегенеративные заболевания, диабет,
ожирение, метаболический синдром, рак и мно#
гие другие [36]. Основным способом поддержа#
ния уровня NAD в клетках человека и животных
является его синтез из Nam, который поступает
в организм с пищей, а также образуется в ре#
зультате расщепления NAD+ в различных регу#
ляторных процессах. Помимо этого, NAD мо#
жет эффективно синтезироваться из других
форм витамина В3, а также образовываться de
novo из триптофана [35, 37, 38].

РОЛЬ NUDIX ГИДРОЛАЗ ПРОСТЕЙШИХ
В МЕТАБОЛИЗМЕ NAD И ADP�РИБОЗЫ

В клетках прокариот и простейших эукариот
уровень NAD регулируется не только за счет био#
синтеза, но также путем ферментативного рас#
щепления данного динуклеотида гидролазами
семейства NUDIX [39–42].

NUDIX гидролазы, субстратами которых яв#
ляются NAD+(H), обнаружены во многих клас#
сах организмов. Показано, что NUDIX гидрола#
за E. сoli YjaD расщепляет NAD+ и NADH in
vitro. При этом NADH является в 120 раз более
предпочтительным субстратом, чем NAD+ [39].
Пероксисомальный белок S. cerevisiae Npy1p
также является NUDIX гидролазой, расщепля#
ющей NAD+(H) и NADP+(H) in vitro [41, 42]. Ус#
тановлено, что в A. nidulans белок NdxA семей#
ства NUDIX гидролаз расщепляет NAD+ и
NADH in vitro и in vivo и таким образом контро#
лирует уровень внутриклеточного NAD и под#
держивает соотношение NAD+ и NADH, тем са#
мым регулируя важнейшие NAD#зависимые
клеточные процессы [40]. NdxA негативно регу#
лирует активность сирутина sirA, который
NAD+#зависимым образом деацетилирует оста#
ток лизина 16 гистона Н4, тем самым регулируя
экспрессию генов [40].

NUDIX гидролазы можно разделить на под#
семейства, характеризующиеся гомологичными
последовательностями аминокислот, которые
определяют специфичность гидролаз к различ#
ным субстратам. У всех описанных NAD+(H)
гидролаз из разных организмов была выявлена
последовательность SQPWPFPXS со стороны C#
конца от NUDIX box [43].

Белки семейства NUDIX, субстратом кото#
рых является ADP#рибоза, обнаружены во мно#
гих классах организмов, включая E. сoli, S. сere�
visiae и млекопитающих. У NUDIX гидролаз,
расщепляющих ADP#рибозу, нет общей консер#

вативной последовательности, определяющей
их субстратную специфичность. Однако у мно#
гих охарактеризованных гидролаз ADP#рибозы
семейства NUDIX из разных организмов был
выявлен консервативный остаток пролина, на#
ходящийся на расстоянии 15–16 аминокислот
со стороны С#конца от Nudix box [44, 45].

NUDIX гидролаза Ysa1 дрожжей S. сerevisiae
локализуется преимущественно в митохондрии
и расщепляет ADP#рибозу до AMP и рибозо#5′#
фосфата (R5′P) in vitro и in vivo [46]. Установле#
но, что белок Ysa1 контролирует уровень ADP#
рибозы в клетке, тем самым, влияя на устойчи#
вость клеток к оксидативному стрессу и на уро#
вень эндогенных активных форм кислорода
(АФК). Ysa1 повышает уровень АФК в клетке с
помощью двух различных механизмов. Показа#
но, что в отсутствии Ysa1 в митохондрии накап#
ливается ADP#рибоза, которая подавляет комп#
лекс I электрон—транспортной цепи, утечка
электронов из которого является одним из ос#
новных источников образования АФК в клетке
[46, 47]. Также было продемонстрировано, что в
отсутствии Ysa1 в клетках накапливается ADP#
рибоза, которая подавляет гликолиз, ингибируя
глицеральдегид#3#фосфатдегидрогеназу (GAPDH),
в результате чего увеличивается окисление глю#
козы в пентозофосфатном пути и продукция
NADPH. Накопление NADPH приводит к по#
вышению устойчивости клетки к оксидативно#
му стрессу, так как NADPH является кофермен#
том редуктаз, защищающих клетку от АФК
[46, 48].

РОЛЬ NUDIX ГИДРОЛАЗ
МЛЕКОПИТАЮЩИХ

В МЕТАБОЛИЗМЕ NAD

Среди представителей белков семейства
NUDIX у млекопитающих охарактеризовано
два белка NUDT12 и NUDT13, последователь#
ности которых наиболее гомологичны последо#
вательностям описанных ранее NAD+(H) гидро#
лаз из прокариот и низших эукариот [43, 49]. 

NUDT12. NUDIX гидролаза человека
NUDT12 имеет сигнальный пептид PNL на C#
конце и локализуется в пероксисомах [43]. Так#
же была показана его цитозольная локализация
[2, 50]. Белок NUDT12 был охарактеризован in
vitro как NAD+(H) гидролаза [43]. Показано, что
NUDT12 эффективно гидролизует NADH до
восстановленной формы NMN (NMNH) и AMP
(Кm = 11 мкМ, kcat = 11 с−1) и NADPH до NMNH
и 2′,5′#ADP (Кm = 16 мкМ, kcat = 16 с−1) in vitro.
Менее эффективно белок также гидролизует
NAD+ (Кm = 190 мкМ, kcat = 10,5 с−1). Также ме#
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нее эффективно белок гидролизует Ap2A,
NADP+, FAD и ADP#рибозу. Для гидролазной
активности NUDT12 необходимы катионы
Mn2+ или Mg2+. Наибольшая активность белка с
NADH наблюдается при значениях pH от 8,0 до
9,0, при этом NUDT12 сохраняет 50% актив#
ности при значениях pH 6,5 и 11,0 [43]. Было
продемонстрировано, что у трансгенных мышей
с полным отсутствием белка Nudt12 в печени и
почках уровень NADH (но не NAD+) в данных
тканях значительно повышен [50].

NAD в пероксисомах используется как ко#
фактор для бета#окисления жирных кислот [51].
Пероксисомальный белок NUDT12 потенци#
ально может участвовать в регуляции уровня
NAD в органелле, расщепляя его на NMN и
AMP (рис. 3). Было показано, что NAD может
транспортироваться из цитозоля в пероксисомы
с помощью переносчика SLC25A17 [52], тогда
как молекулы размером до 300 Да, например,
AMP, могут входить и выходить из пероксисомы
через каналы Pxmp2 [53–55]. Вероятно, NMN
тоже может выходить из перкосисомы через
данные каналы. Таким образом, расщепление
пероксисомального NAD на NMN и AMP гид#
ролазой NUDT12 может быть одним из меха#
низмов регуляции не только пероксисомально#
го, но и цитозольного пула NAD [35].

В клетках эукариот в процессе транскрип#
ции РНК подвергается модификации – кэпиро#
ванию 5′#конца транскрипта 7#метилгуанози#
ном. Кэпирование защищает 5′#конец РНК от
действия рибонуклеаз, участвует в экспорте
мРНК из ядра, а также в инициации трансляции
[56]. Недавно было показано, что РНК млеко#
питающих также может быть кэпирована NAD+

[33] (рис. 2). РНК, кэпированные NAD+ с 5′#
конца, не могут эффективно транслироваться, а
также менее стабильны, чем молекулы РНК, кэ#
пированные 7#метилгуанозином, и некэпиро#
ванные РНК [33]. Белки семейства DXO могут
детектировать и убирать NAD+#кэпы с молекул
РНК, что приводит к их деградации [33]. Уста#
новлено, что NUDIX гидролаза NUDT12 также
может убирать NAD+#кэпы с 5′#конца мРНК
[50, 57] (рис. 2). Продемонстрировано, что мы#
шиный белок Nudt12 и белок человека NUDT12
могут расщеплять NAD+#кэп молекул РНК in
vitro. Расщепление происходит по фосфоди#
эфирной связи, в результате образуется NMN и
AMP, связанный с РНК [50, 57]. Нокаут по
NUDT12 в клетках НЕК293 приводит к увеличе#
нию количества кэпированных NAD+ мРНК в
1,5 раза, при этом растет уровень кэпированных
NAD+ мРНК, кодирующих белки, вовлеченные
в энергетический метаболизм клетки, в том чис#
ле митохондриальные белки электрон#транспорт#

ной цепи [57]. Таким образом, NUDT12 может
играть важную роль в регуляции экспрессии ге#
нов на уровне стабильности мРНК, однако на
сегодняшний день функциональная роль
NAD+#кэпирования молекул РНК у млекопита#
ющих до конца не ясна.

NUDT13. Мышиный белок Nudt13 является
еще одной гидролазой млекопитающих, рас#
щепляющей NAD+(H). Nudt13 локализуется в
митохондриях и ядре [2, 49]. Было показано, что
Nudt13 эффективно гидролизует NADH (Кm =
= 340 мкМ, kcat = 7 с−1) и NADPH in vitro (рис. 2).
Менее эффективно белок также расщепляет
NAD+, NADP+, ADP#рибозу, FAD и Ap2A [49].
Для эффективного катализа Nudt13 необходи#
мы катионы Mn2+ или Mg2+ в необычно больших
концентрациях (соответственно 2–5 мМ Mn2+ и
40–100 мМ Mg2+). Наибольшая активность бел#
ка наблюдается при pH от 7,8 до 8,2 [49]. 

В некоторых тканях митохондрии содержат
до 70 % клеточного NAD [58, 59]. Митохондри#
альный NAD является коферментом таких жиз#
ненно необходимых метаболических процессов,
как цикл трикарбоновых кислот и окисление
жирных кислот, а NADH является донором
электронов для дыхательной цепи на внутрен#
ней мембране митохондрии, который сопряжен
с синтезом АТР [60]. NAD+ в митохондрии так#
же является субстратом белков SIRT3, 4 и 5, ре#
гулируюших активность ключевых метаболи#
ческих ферментов [61].

Механизмы регуляции митохондриального
пула NAD на сегодняшний день до конца не яс#
ны. Вероятнее всего, механизмы поддержания
митохондриального пула NAD отличаются в
разных типах клеток в зависимости от их ткане#
вого происхождения. В одних клетках прямого
обмена между митохондриальным и цитоплаз#
матическим пулами NAD не происходит
[62–64]. Локализация NAD#биосинтетического
фермента никотинамидмононуклеотидаденил#
илтрансферазы NMNAT3 в митохондриальном
матриксе указывает на то, что предшественни#
ком митохондриального NAD может являться
цитозольный NMN, который транспортируется
в митохондриальный матрикс и используется
там для синтеза NAD [65]. В других клетках
NAD напрямую транспортируется через мито#
хондриальную мембрану из цитозоля в митохон#
дриальный матрикс [66]. Подавление экспрес#
сии NMNAT3 приводит к значительному сни#
жению уровня митохондриального NAD в клет#
ках НЕК293, при этом никак не влияет на уро#
вень митохондриального NAD в клетках линии
HeLa [67]. Белок NUDT13 потенциально может
участвовать в регуляции уровня NAD и NAD#за#
висимых процессов в митохондрии, а также
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контролировать соотношение NAD+/NADH в
данной органелле путем расщепления митохон#
дриального NAD+(H) на NMN(H) и AMP
(рис. 3).

Комплексный сравнительный анализ
субстратной специфичности 18 гидролаз чело#
века семейства NUDIX, помимо NUDT12 и
NUDT13, выявил еще два белка NUDT5 и
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Рис. 3. Компартментализация NUDT#зависимого расщепления NAD, ADP#рибозы и их производных. NUDT5 расщеп#
ляет ADP#рибозу в цитозоле, тем самым, предотвращая активацию транспорта Ca2+ из внеклеточного пространства через
каналы TRPM2 на плазматической мембране и последующую активацию AMP#активируемой протеинкиназы (AMPK).
Расщепление ADP#рибозы в цитозоле белком NUDT5  приводит к накоплению AMP, который ингибирует синтез ATP на
внутренней мембране митохондрии, блокируя ANT. Пероксисомальный белок NUDT12 может участвовать в регуляции
уровня NAD и NAD#зависимых процессов в пероксисомах, а также контролировать соотношение NAD+/NADH в данной
органелле путем расщепления пероксисомального NAD+(H) на NMN(H) и AMP. Цитозольная форма NUDT12 расщеп#
ляет NAD+ на 5′#конце мРНК и может регулировать стабильность транскриптов. NUDT13 может участвовать в регуляции
уровня NAD и NAD#зависимых процессов в митохондрии, а также контролировать соотношение NAD+/NADH в данной
органелле за счет расщепления митохондриального NAD+(H) на NMN(H) и AMP. NUDT9 расщепляет ADP#рибозу в ми#
тохондрии, не позволяя ей выходить в цитозоль, и таким образом регулирует импорт Ca2+ из внеклеточного пространства
и активность AMPK. NUDT9#зависимое расщепление ADP#рибозы может играть важную роль для энергетического ме#
таболизма клетки, так как свободная ADP#рибоза является ингибитором окисления NADH комплексом I электрон#
транспортной цепи (ЭТЦ). В ядре NAD+ используется белками семейства PARP для обратимого моно# и поли#ADP#ри#
бозилирования белков и ДНК. NUDT16 расщепляет ADP#рибозу и полимеры ADP#рибозы, присоединенные к белку или
ДНК, в результате чего белок или ДНК остаются модифицированы рибозо#5′#фосфатом (R5′P). NUDT16 регулирует ста#
бильность белков в ядре и играет важную роль в ответе клетки на повреждение ДНК. NUDT5 использует ADP#рибозу для
синтеза ATP в ядре. NUDT5#зависимое повышение уровня ATP в ядре необходимо для ремоделирования хроматина, ре#
гуляции транскрипции и пролиферации клеток
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NUDT14, расщепляющих NADH in vitro [2].
Также было показано, что мышиный белок
Nudt16 расщепляет NAD+ и NAD+#кэп молекул
РНК in vitro [68] (таблица).

РОЛЬ NUDIX ГИДРОЛАЗ
МЛЕКОПИТАЮЩИХ

В МЕТАБОЛИЗМЕ ADP�РИБОЗЫ

Анализ субстратной специфичности белков
семейства NUDIX выявил у млекопитающих нес#
колько ферментов, катализирующих расщепление
ADP#рибозы и её производных, таких как поли#
меры ADP#рибозы и OAcADPR (таблица). Наибо#
лее хорошо охарактеризованы NUDIX гидролазы
млекопитающих NUDT5, NUDT9 и NUDT16.

NUDT5. Из всех NUDIX гидролаз человека
белок NUDT5 имеет наибольшую гомологию с
дрожжевым белком Ysa1 (63% идентичных ами#
нокислот) и локализуется в цитозоле и ядре [2,
69, 70]. Показано, что белок NUDT5 расщепля#
ет преимущественно ADP#рибозу (Km = 60 мкМ,
Vmax = 8 мкМоль·мин−1·мг−1). Продуктами рас#
щепления ADP#рибозы являются AMP и рибо#
зо#5′#фосфат. Менее эффективно гидролаза так#
же расщепляет и другие нуклеозид#5′#дифосфо#
сахара, такие как ADP#манноза и ADP#глюкоза,
а также динуклеотиды NADH и NADPH. Важно
отметить, что cADPR не является субстратом
для NUDT5. Для эффективного катализа
NUDT5 необходимы катионы Mn2+ или Mg2+.
Наибольшая активность белка наблюдается при
значениях pH от 7,4 до 9,0 [70].

Было продемонстрировано, что подавление
экспрессии NUDT5 в клетках человека линии

U2OS приводит к значительному снижению
скорости гидролиза ADP#рибозы в экстрактах
клеток по сравнению с контрольными экстрак#
тами [71], тогда как нокдаун NUDT5 в клетках
HeLa приводит к накоплению ADP#рибозы, ко#
торая активирует каналы TRPM2 на плазмати#
ческой мембране [72] (рис. 3).

Также показано, что расщепление ADP#ри#
бозы NUDIX гидролазами NUDT5 и NUDT9
приводит к накоплению AMP, который ингиби#
рует синтез ATP на внутренней мембране мито#
хондрии, блокируя адениннуклеотидтранслока#
зу (ANT) [73] (рис. 3). ANT — белок внутренней
мембраны митохондрии, который отвечает за
импорт цитозольного ADP в митохондриальный
матрикс для последующего фосфорилирования
ATP#синтазой и за выход ATP из митохондрии.
ANT высокоспецифична по отношению к ADP и
ATP [74] и играет важнейшую роль в энергети#
ческом метаболизме клетки. В ответ на повреж#
дение ДНК PARP1 гиперактивируется, в резуль#
тате чего повышается уровень полимеров ADP#
рибозы. PARG расщепляет полимеры ADP#ри#
бозы, а NUDIX гидролазы NUDT5 и NUDT9
расщепляют образовавшиеся молекулы свобод#
ной ADP#рибозы, что приводит к накоплению
цитозольного AMP, который конкурирует с ADP
за связывание с ANT и блокирует транслоказу,
таким образом подавляя синтез ATP [73] (рис. 3).

Еще одной потенциальной ролью NUDIX
гидролазы NUDT5 является регуляция актив#
ности важнейшего энергетического сенсора
клетки – AMPK. AMPK активируется в ответ на
накопление AMP и подавление синтеза ATP.
Главная функция данной серин/треониновой
протеинкиназы – поддержание энергетического
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баланса в клетке в ответ на различные виды ме#
таболического стресса. AMPK фосфорилирует
широкий спектр субстратов, тем самым активи#
руя катаболические пути, в результате которых
синтезируется ATP, и подавляя анаболические
пути, в которых ATP расходуется [75]. AMP ал#
лостерически активирует AMPK: он связывает#
ся с её γ#субъединицей, что стимулирует фосфо#
рилирование Thr172 α#субъединицы AMPK
[76]. Расщепляя ADP#рибозу, NUDT5 может
контролировать уровень AMP в клетке, и таким
образом регулировать активность AMPK.

NUDIX гидролаза мыши Nudt5 эффективно
расщепляет пирофосфатную связь в молекуле
OAcADPR in vitro, в результате чего образуется
O#ацетил#рибозо#5′#фосфат и AMP [77] (рис. 1
и 2). NUDT5 может контролировать концентра#
цию внутриклеточной OAcADPR, которая наря#
ду с ADPR, активирует катионные каналы
TRPM2 на плазматической мембране [27]. Та#
ким образом, расщепляя ADP#рибозу и её аце#
тилированную производную, NUDT5 может иг#
рать важную роль в регуляции Ca2+ сигналинга в
клетке, однако экспериментальные подтверж#
дения данной гипотезы еще предстоит полу#
чить.

Недавно было показано, что белок NUDT5
обладает не только гидролазной, но и фосфори#
лазной активностью, катализируя образование
ATP и рибозо#5′#фосфата из ADP#рибозы и пи#
рофосфата (PPi) in vitro [69]. С использованием
siRNA к NUDT5 было установлено, что в ответ
на обработку раковых клеток T47D прогестина#
ми уровень ATP в ядре повышается NUDT5#за#
висимым образом (рис. 3). В частности, было
показано, что в ответ на обработку клеток про#
гестинами активируется PARP1, в результате
чего повышается уровень полимеров ADP#ри#
бозы. PARG расщепляет полимеры ADP#рибо#
зы, и NUDT5 использует образовавшиеся моле#
кулы ADP#рибозы для синтеза ATP. Повыше#
ние ATP в ядре необходимо для прогестин#ин#
дуцированного ремоделирования хроматина,
регуляции транскрипции и пролиферации кле#
ток [69] (рис. 3). В другой работе было продемо#
нстрировано, что ингибирование NUDT5 в
клетках T47D приводит к снижению уровня
ATP в ядре по сравнению с необработанными
клетками, а также блокирует прогестин#инду#
цированное ремоделирование хроматина и
экспрессию прогестин#зависимых генов в ра#
ковых клетках [71].

Анализ данных базы TGCA (The Cancer
Genome Atlas) показал, что уровень мРНК
NUDT5 во многих видах опухолей выше, чем в
нормальных тканях [78]. Более высокий уро#
вень экспрессии NUDT5 в раковых клетках по

сравнению с нормальными также подтвержда#
ется данными иммуногистологического окра#
шивания образцов опухолей пациентов специ#
фичными антителами к NUDT5 [78]. Кроме то#
го, у пациентов с раком молочной железы, име#
ющих повышенный уровень экспрессии
NUDT5, был более высокий риск рецидивов и
метастазирования [69]. Таким образом, повы#
шенный уровень экспрессии NUDT5 является
прогностическим маркером более агрессивного
фенотипа различных типов опухолей [78]. Было
установлено, что NUDT5 повышает агрессив#
ность опухоли через модуляцию экспрессии ря#
да ключевых онкогенов, таких как убиквитин#
специфичная пептидаза 22 (USP22), RAB35B,
FOCAD и простагландин Е#синтаза (PTGES)
[78]. Также было показано, что раковые клетки
с нокдауном по NUDT5 и раковые клетки раз#
личных линий, в которых активность NUDT5
подавлена специфичным ингибитором, не мо#
гут расти в формате 3D#культур, так как синтез
ATP в ядре белком NUDT5 необходим для регу#
ляции экспрессии генов, участвующих в кле#
точной адгезии, поддержании раковых стволо#
вых клеток и в эпителиально#мезенхимальном
переходе [78].

NUDT9. Митохондриальный белок человека
NUDT9 является еще одной NUDIX гидролазой
высокоспецифичной по отношению к ADP#ри#
бозе [79] (рис. 2).

Источниками свободной ADP#рибозы в ми#
тохондрии может быть обратимое моно#ADP#
рибозилирование белков ферментом SIRT4 [80,
81], а также неферментативное ADP#рибозили#
рование [82, 83]. Кроме того, сиртуины NAD+#
зависимым образом деацетилируют белки в ми#
тохондриальном матриксе с образованием
OAcADPR, которая расщепляется ферментом
ARH3 до ADP#рибозы [29] (рис. 2).

В нескольких исследованиях продемонстри#
ровано, что расщепление ADP#рибозы гидрола#
зой NUDT9 регулирует транспорт Ca2+ из вне#
клеточного пространства через каналы TRPM2
на плазматической мембране [72, 84] (рис. 3). В
ответ на оксидативный стресс в клетке происхо#
дит накопление ADP#рибозы, которая активи#
рует каналы TRPM2. Сверхэкспрессированный
в митохондрии клеток НЕК293 белок NUDT9
расщепляет ADP#рибозу, не позволяя ей выхо#
дить в цитозоль и активировать транспорт Ca2+

из внеклеточного пространства через каналы
TRPM2 [84]. В другой работе было показано, что
в условиях гипоксии при подавлении экспрес#
сии NUDT9 в клетках HeLa транспорт Ca2+ че#
рез каналы TRPM2 значительно возрастает [72].
Повышение уровня Ca2+ приводит к активации
Ca2+/кальмодулин#зависимой протеинкиназы
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II, которая фосфорилирует и активирует AMPK
(рис. 3). Активация AMPK в ответ на подавле#
ние NUDT9 приводит к повышению уровня
HIF#1α и к активации экспрессии генов мише#
ней HIF#1α [72]. Таким образом, было установ#
лено, что в условиях гипоксии гидролаза
NUDT9 негативно регулирует уровень белка
HIF#1α и его функции [72].

Помимо этого, митохондриальный белок
NUDT9 может играть важную роль в регуляции
энергетического метаболизма клетки, так как
свободная ADP#рибоза является ингибитором
окисления NADH комплексом I дыхательной
цепи в митохондриях [85] (рис. 3).

Помимо свободной ADP#рибозы, субстра#
том NUDT9 также являются полимеры ADP#
рибозы, связанные с белком. Было показано,
что при инкубации автомодифицированного
белка PARP1 с NUDT9 in vitro полимеры ADP#
рибозы эффективно расщепляются [86] (рис. 2).

NUDT16. NUDIX гидролаза человека NUDT16
расщепляет фосфодиэфирную связь в молекуле
ADP#рибозы. Субстратами NUDT16 являются
как свободная ADP#рибоза, так и молекулы мо#
но#ADP#рибозы, которыми модифицированы
белки, ДНК и РНК. Также NUDT16 расщепляет
полимеры ADP#рибозы, которыми модифици#
рованы белки и ДНК [19–21, 86–88] (рис. 2).

Было установлено, что при инкубации авто#
модифицированного белка PARP1 с NUDT16 in
vitro полимеры ADP#рибозы эффективно рас#
щепляются, в результате чего молекула белка ос#
тается модифицирована рибозо#5′#фосфатом, и
образуются AMP и AMP, соединенный с рибозо#
5′#фосфатом [86, 87] (рис. 1). Совсем недавно
было показано, что NUDIX гидролаза NUDT16
расщепляет полимеры ADP#рибозы, присоеди#
ненные к С#концу белка 53BP1, регулируя его
стабильность и выживаемость клеток в ответ на
повреждение ДНК [88] (рис. 3). Белок 53BP1 иг#
рает важную роль в ответе клетки на поврежде#
ние ДНК [89]. Поли#ADP#рибозилирование
53BP1 в клетке приводит к его узнаванию E3
убиквитин лигазой RNF146, в результате чего
происходит его полиубиквитинилирование и
деградация [88]. Было показано, что С#конец
белка 53BP1 поли#ADP#рибозилируется in vitro,
и NUDT16 убирает образовавшиеся полимеры
ADP#рибозы. В клетках с нокаутом по NUDT16
уровень белка 53BP1 ниже, а уровень его поли#
ADP#рибозилирования в ответ на повреждение
ДНК выше, чем в контрольных клетках. Более
того, в отсутствии NUDT16 снижается выживае#
мость клеток после повреждения ДНК [88]. Так#
же было установлено, что NUDT16 расщепляет
моно#ADP#рибозу, которой модифицирован бе#
лок, в результате чего белок остается модифици#

рован рибозо#5′#фосфатом [86, 87], а также мо#
лекулы свободной ADP#рибозы [87] (рис. 2).

Недавно было показано, что субстратами
ферментов семейства PARP являются не только
белки, но и нуклеиновые кислоты (рис. 2). PARP1
и PARP2 обратимо поли#ADP#рибозилируют
фосфорилированные концы одно# и двунитевых
ДНК in vitro [19]. PARP3 обратимо моно#ADP#ри#
бозилирует преимущественно фосфатные группы
на тупых 5′#концах двунитевых ДНК, а так же на
5′#концах однонитевых разрывов ДНК in vitro [20,
90]. Кроме того, однонитевой разрыв ДНК, мо#
но#ADP#рибозилированный белком PARP3, мо#
жет быть лигирован в отсутствии АТP с образова#
нием двунитевой ДНК, содержащей некласси#
ческий апурин#апиримидиновый сайт (ribo#AP#
сайт), который служит субстратом для белков
эксцизионной репарации оснований [90]. Фер#
менты PARG, ARH3, MacroD1, MacroD2 и
TARG1 отщепляют ADP#рибозу от ДНК [20]
(рис. 2). Обратимое моно# и поли#ADP#рибози#
лирование ДНК может играть важную роль в ре#
парации ДНК, а также в защите ДНК от деграда#
ции нуклеазами. Было показано, что NUDT16
расщепляет моно#ADP#рибозу и полимеры ADP#
рибозы, присоединенные к ДНК in vitro, в резуль#
тате чего ДНК остается модифицирована рибозо#
5′#фосфатом [19, 20] (рис. 2). Таким образом,
NUDIX гидролаза NUDT16 может играть роль в
ответе клетки на повреждение ДНК, регулируя
ADP#рибозилирование ДНК (рис. 3).

Помимо этого, было продемонстрировано,
что белки человека PARP10, PARP11 и PARP15
моно#ADP#рибозилируют фосфорилированные
концы РНК in vitro [21]. Ферменты PARG,
ARH3, MacroD1, MacroD2 и TARG1 отщепляют
ADP#рибозу от РНК, в то время как NUDT16
расщепляет фосфодиэфирную связь в молекуле
моно#ADP#рибозы, которой модифицирована
молекула РНК in vitro [21] (рис. 2).

Также совсем недавно было установлено, что
белок мыши Nudt16 может расщеплять свобод#
ный NAD+ и NAD+#кэп молекул РНК in vitro
(таблица). Нокаут по NUDT16 в клетках
НЕК293 приводит к увеличению количества кэ#
пированных NAD+ РНК в 1,3 раза [68].
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Proteins of the NUDIX hydrolase (NUDT) superfamily that cleave organic pyrophosphates are found in all classes of
organisms, from archaea and bacteria to higher eukaryotes. In mammals, NUDTs exhibit a wide range of functions
and are characterized by different substrate specificity and intracellular localization. They control the concentration
of various metabolites in the cell, including key regulatory molecules such as nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD), ADP#ribose, and their derivatives. In this review, we discuss the role of NUDT proteins in the metabolism of
NAD and ADP#ribose in human and animal cells.
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Трипептид GSH связан не только с контролем и поддержанием окислительно�восстановительного гомео�
стаза клетки, но и процессами детоксикации, пролиферации, дифференцировки клеток, регуляцией меха�
низмов клеточной гибели. Нарушения синтеза GSH и изменение соотношения GSH/GSSG являются об�
щей чертой многих патологических состояний, включая злокачественные новообразования. Многочислен�
ные данные свидетельствуют о значимости GSH и соотношения GSH/GSSG в регуляции жизнеспособнос�
ти опухолевых клеток, в инициации развития опухоли, её прогрессировании и лекарственной устойчивос�
ти. Однако контроль механизма синтеза GSH в злокачественных опухолях остаётся малоизученным. В об�
зоре рассматриваются особенности синтеза GSH и его регуляции в опухолевых клетках и обсуждается роль
синтеза GSH в механизме апоптоза, некроптоза, ферроптоза, аутофагии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: синтез GSH de novo, микроРНК, апоптоз, некроптоз, ферроптоз, аутофагия.

DOI: 10.31857/S0320972520080059

СИНТЕЗ ГЛУТАТИОНА В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Обзор

© 2020 Е.В. Калинина*, Л.А. Гаврилюк

ВВЕДЕНИЕ

Трипептид глутатион (GSH) является наибо�
лее распространённым низкомолекулярным,
водорастворимым антиоксидантом, содержание
которого достигает 1–10 мМ в большинстве кле�
ток (10 мМ для гепатоцитов) [1]. Внутриклеточ�
ный уровень восстановленного глутатиона сос�
тавляет 90–95% от его общей концентрации.
Функции GSH связаны не только с контролем и
поддержанием окислительно�восстановитель�
ного гомеостаза клетки посредством участия в
антиоксидантной защите и тиол�дисульфидном
обмене пептидов и белков, редокс�зависимой
регуляции клеточного сигналинга и экспрессии
генов, но и с участием в процессах детоксика�
ции токсичных соединений, синтезе эйкозанои�
дов [1, 2].

В настоящее время всё большее внимание
обращается на тот факт, что нарушения синтеза
GSH, изменения его содержания и соотноше�
ния восстановленной и окисленной формы
(GSH/GSSG) являются общей чертой многих
патологических процессов, включая развитие
злокачественных новообразований [3, 4]. Ре�
зультаты исследований последнего десятилетия
свидетельствуют о том, что при различных видах
рака наблюдается повышение содержания GSH
и активности глутатион�зависимых ферментов
[5, 6]. Кроме того, получены эксперименталь�
ные данные, подтверждающие двойственную
роль АФК и GSH в инициации и прогрессиро�
вании злокачественных опухолей [7].

Ряд работ указывает на определенный дуа�
лизм роли GSH в развитии злокачественных
новообразований. С одной стороны, GSH игра�
ет важную роль в защите клеток от действия
канцерогенов, участвуя в их детоксикации и
элиминации из организма с помощью изоформ
суперсемейства глутатионтрансферазы [8]. С
другой стороны, повышенный уровень GSH в
различных опухолях (в частности, при раке
костного мозга, молочной железы, толстого ки�
шечника, гортани, лёгкого) вносит вклад в ме�
ханизм адаптационной защиты опухолевых
клеток, способствуя развитию лекарственной
устойчивости к противоопухолевым препара�
там [6, 9].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AIF – фактор, индуцирую�
щий апоптоз; АФК – активные формы кислорода; ARE –
антиоксидант�респонсивный элемент; ASK�1 – регулирую�
щая апоптотические сигналы киназа 1; BSO – L�бутио�
нин�(S, R)�сульфоксимин; γ�GT – γ�глутамилтрансфера�
за; GPx – глутатионпероксидаза; Grx – глутаредоксин;
GS – глутатионсинтаза; GSH, GSSG – глутатион восста�
новленный, окисленный; γ�GCL – γ�глутамилцистеинли�
газа; GST – глутатион S�трансфераза; MAPK – митоген�
активируемая протеинкиназа; miR – микроРНК, NF�κB –
ядерный фактор κB; Nrf2 – NF�E2�зависимый фактор 2.

* Адресат для корреспонденции.
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Влияние GSH на окислительный стресс,
возникновение и прогрессирование опухоли ос�
ложняется двойственной ролью АФК в этих
процессах. Низкий уровень АФК необходим для
многих внутриклеточных процессов метаболиз�
ма и пролиферации клеток. Значительный рост
уровня АФК вызывает нарушение механизмов
их инактивации, возникающий дефицит анти�
оксидантов может привести к серьезному пов�
реждению и гибели клеток [10]. Однако повы�
шение генерации АФК, активируя сигнальные
пути, может способствовать злокачественному
росту. В опухолевых клетках повышение уровня
АФК в результате дисфункции митохондрий, ге�
нетических мутаций, изменений метаболизма
приводит к накоплению большого количества
окисленных белков, ДНК, липидов. В ответ на
развитие окислительного стресса возникает ре�
докс�зависимое повышение экспрессии генов
антиоксидантных ферментов [10, 11]. Наблюда�
ется рост активности многих антиоксидантных
ферментов, в том числе, супероксиддисмутазы,
каталазы, тиоредоксинов, гемоксигеназы, пе�
роксиредоксинов. Таким образом, в опухолевых
клетках происходит изменение баланса
АФК/антиоксиданты, включая соотношение
GSH/GSSG, при более высоких их уровнях по
сравнению с нормальными клетками [2].

В то же время отмечается, что повышенный
уровень GSH может способствовать метастази�
рованию, в частности, при меланоме, гепато�
карциноме, раке поджелудочной железы [6, 12].
Обнаружено, что при метастазировании наблю�
дается корреляция между содержанием глутати�
она и степенью метастазирования [13]. Прямая
корреляция выявлена между повышением уров�
ня GSH и активностью патологического про�
цесса как следствия рецидива после хирургичес�
кого удаления первичной опухоли [13]. 

Несмотря на высокий уровень накопленных
данных о значимой роли GSH в злокачествен�
ной трансформации, особенности его синтеза в
опухолевых клетках остаются малоизученными.
В настоящем обзоре проведен анализ механизма
синтеза GSH и его регуляции в опухолевых
клетках наряду с оценкой роли GSH в разных
типах программируемой гибели.

СИНТЕЗ GSH de novo
В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Синтез GSH de novo проходит в два АТФ�за�
висимых этапа, которые включены в цикл шести
ферментативных реакций, получивших назва�
ние γ�глутамильного цикла (рис. 1). Первый
этап – реакция образования пептидной связи

между цистеином и глутаминовой кислотой, ко�
торая катализируется γ�глутамилцистеинлигазой
(γ�GCL) и является скорость�лимитирующей ре�
акцией в синтезе GSH. Второй этап – реакция,
катализируемая глутатионсинтетазой (GS), при�
водящая к образованию GSH в результате связы�
вания глицина с γ�глутамилцистеином [14]. Фер�
мент, способный гидролизовать специфическую
связь в молекуле GSH между остатками глутами�
новой кислоты и цистеина, – γ�глутамилтранс�
фераза (γ�GT), локализован на внешней стороне
цитоплазматической мембраны определенных
типов клеток и обеспечивает перенос γ�глута�
мильного остатка на нейтральную аминокисло�
ту, делая возможным её транспорт в клетку. Об�
разующийся в результате действия γ�GT дипеп�
тид цистеинилглицин расщепляется дипептида�
зой на цистеин и глицин, которые становятся
субстратами для γ�GCL и GS. γ�Глутамилциклот�
рансфераза обеспечивает разрыв связи γ�глута�
мильного остатка с аминокислотой с образова�
нием свободной аминокислоты и 5�оксопроли�
на, который под действием оксопролиназы де�
циклизуется, образуя глутаминовую кислоту,
также служащей субстратом для γ�GCL. Таким
образом, внеклеточный GSH может быть разру�
шен, входящие в его состав аминокислоты пос�
тупают в клетку, где вновь возможно их включе�
ние в состав молекулы GSH.

Синтез GSH происходит, в основном, в ци�
топлазме клеток печени с последующим импор�
том в митохондрии и ядро. Большая часть со�
держания GSH плазмы крови обеспечивается
его синтезом в печени, поэтому нарушения это�
го процесса в гепатоцитах ведут к системным
межорганным изменениям гомеостаза глутатио�
на [15]. Необходимое для нормального функци�
онирования внутриклеточных процессов содер�
жание GSH пополняется не только за счет син�
теза de novo, но и благодаря активности глутати�
онредуктазы (GR), которая восстанавливает
окисленный глутатион (GSSG) в присутствии
NADPH(H+) до GSH [14]. Регуляция синтеза
GSH может значительно меняться при развитии
патологии, в частности, при онкогенезе [16]. 

В опухолевых клетках наблюдается значи�
тельное изменение экспрессии генов и актив�
ности ферментов, участвующих в синтезе GSH.
Повышение синтеза GSH может быть следстви�
ем метаболического перепрограммирования
опухолевых клеток, связанного с редокс�зави�
симым сигналингом, характер которого в значи�
тельной степени определяется соотношением
GSH/ GSSG, что позволяет GSH участвовать в
регуляции клеточных систем с взаимообратной
связью. В частности показано, что онкогенная
передача сигналов фосфатидилинозитол�3�ки�
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назой (PI3K) может стимулировать повышение
содержания GSH в клетках рака молочной же�
лезы [17]. 

При физиологических условиях активность
γ�GCL и содержание цистеина являются факто�
рами, лимитирующими скорость синтеза GSH
[16]. Дефицит γ�GCL является редким аутосом�
ным заболеванием, характеризующимся сниже�
нием содержания GSH, гемолитической анеми�
ей и неврологическими симптомами [18]. γ�
GCL является гетеродимером, состоящим из 73�
kD каталитической субъединицы (GCLC) и 31�
kD модулирующей субъединицы (GCLM) [16],
оказывающей регуляторное действие на актив�
ность каталитической субъединицы. Мыши с
нулевой мутацией гена GCLM имеют менее 25%
внутриклеточного GSH. γ�GCL может ингиби�
роваться по типу обратной связи продуктом
синтеза – GSH [16]. В условиях окислительного
стресса или при патологических состояниях со�
держание γ�GCL в клетке в значительной степе�
ни может регулироваться транскрипционными
факторами Nrf2 и NF�κB [14].

Во многих типах опухолевых клеток наблю�
дается рост экспрессии генов GCLС и GCLM.
Так, в клетках НТ�29 колоректального рака об�

наружено повышение содержания GSH и уров�
ня транскрипции гена GCLC, индуцированное
ингибитором протеасом лактацистином. На�
блюдаемое изменение уровня белка GCLC зави�
село от активности p38 MAPK. Исследования в
клетках, трансфицированных микроРНК про�
тив фактора транскрипции Nrf2, показали, что
промоторная активность гена GCLC зависит от
функциональной активности Nrf2 [19]. 

На клетках MG�63 остеосаркомы показано,
что действие простагландина (15d�PGJ2) приво�
дит к повышению генерации АФК, вызывая ак�
тивацию p38 MAPK и последующее фосфорили�
рование киназы Akt (RAC�alpha serine/threo�
nine�protein kinase) [20]. Киназа Akt является
ключевым ферментом сигнального пу�
ти PI3K/AKT и вовлечена в регуляцию проли�
ферации и выживания клеток. Данный путь
участвует в активации транскрипционных фак�
торов Nrf2 и Egr1, что приводит к повышению
экспрессии гена каталитической субъединицы
GCLС. Значительное повышение экспрессии
гена GCLC обнаружено у пациентов, страдаю�
щих раком лёгких [21]. Повышенная экспрессия
гена GCLC и высокая активность γ�GCL отмече�
ны у больных с плоскоклеточным раком головы
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Рис. 1. γ�Глутамильный цикл синтеза GSH. γ�GCL – γ�глутамилцистеинлигаза; GS – глутатионсинтетаза; γ�GT – γ�глу�
тамилтрансфераза. (С цветными вариантами рис. 1 и 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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и шеи [22]. При наблюдении пациентов с коло�
ректальными опухолями установлен рост содер�
жания мРНК GCLC в 18,8% случаев аденом и
84,2% карцином [23]. Повышенная активность
γ�GCL обнаружена у пациентов с почечно�кле�
точным раком [24]. Рост экспрессии гена GCLM
в опухолевых клетках может быть связан с раз�
витием лекарственной устойчивости [21, 25].
Кроме того, мутации гена GCLM приводят к от�
сроченному возникновению опухоли на моде�
лях с саркомой молочной железы и лимфомой,
что делает GCLM эффективной фармакологи�
ческой мишенью для борьбы с химиотерапевти�
ческой устойчивостью при этих видах злокаче�
ственных новообразований [16, 26]. Получен�
ные данные, как полагают авторы, позволяют
рассматривать ген GCLM в качестве возможной
эффективной фармакологической мишени для
борьбы с лекарственной устойчивостью при
этих видах злокачественных новообразований.

GS, второй ключевой фермент синтеза GSH,
является димером, состоящим из двух идентич�
ных субъединиц и содержащим два домена:
один предназначен для АТФ, второй является
каталитическим центром. Для присоединения
АТФ к ферменту в качестве кофакторов необхо�
димы два иона магния (Mg2+). У человека де�
фекты гена GS наследуются по аутосомно�ре�
цессивному пути. Возникновение мутаций в ге�
не GS может являться причиной разной степени
тяжести метаболического ацидоза, 5�оксопро�
линурии, усиленного гемолиза и нарушения
функции центральной нервной системы. Опре�
деление активности GS у таких пациентов выя�
вило её корреляцию с содержанием GSH [26].
Дефицит GS может наблюдаться в отсутствии
мутаций в гене GS и быть следствием нарушения
сплайсинга [27]. Мутации могут быть сочетан�
ными, в частности, мутации гена GS и гена
OPLAH, кодирующего 5�оксопролиназу [28]. Го�
мозиготные мыши, нокаутные по гену GS, нес�
пособны синтезировать GSH и быстро погиба�
ют. Данные результаты свидетельствуют о необ�
ходимости для выживания синтеза GSH de novo
[29]. Появление и развитие злокачественных
новообразований может сопровождаться изме�
нением активности GS. Повышение активности
GS обнаружено у пациентов с рецидивом рака
мочевого пузыря, с мелкоклеточным раком лёг�
кого и колоректальным раком [30, 31]. Однако,
несмотря на эти и другие имеющиеся в литера�
туре работы, отмечающие повышенную актив�
ность GS в опухолевых клетках, роль этого фер�
мента в злокачественных новообразованиях де�
тально всё ещё остается малоизученной.

Большое значение для синтеза GSH имеет
активность мембранно�связанного фермента γ�

GT, поставляющего γ�глутамильный остаток
(рис. 1). Гетеродимерный гликопротеин γ�GT,
состоящий из двух субъединиц, чаще всего
экспрессируется на люминальных поверхностях
секреторных клеток, таких как желчные прото�
ки и почечные проксимальные канальцы [32].
Активность γ�GT значительно повышается при
окислительном стрессе, особенно в опухолевых
клетках с высоким уровнем метаболизма, и кор�
релирует с содержанием GSH [33]. Ингибирова�
ние γ�GT является одним из механизмов сниже�
ния внутриклеточного содержания GSH как
средства повышения чувствительности опухо�
лей к различным химиотерапевтическим аген�
там. Наиболее часто применяемыми ингибито�
рами γ�GT являются аналоги глутамата (ацивин,
L�азазерин, 6�диазо�5�оксо�1�норлейцин) и
производные бороната [32]. К сожалению, при�
менение таких конкурентных ингибиторов, как
аналоги глутаминовой кислоты, оказывает вы�
сокое токсическое действие. Кроме этих препа�
ратов предлагается использование неконкуре�
нтных ингибиторов, например, таких как
OU749, которые обладают низкой токсич�
ностью и значительно повышают чувствитель�
ность клеток опухоли к терапии путем сниже�
ния уровня GSH и цистеина [34]. Перспектив�
ным является поиск новых ингибиторов γ�GT
среди GSH�конъюгатов, к которым можно от�
нести S�геранилгеранил�L�глутатион и дарина�
парсин [35, 36].

Скорость синтеза GSH в значительной сте�
пени определяется концентрацией трёх амино�
кислот: глутаминовой кислоты, цистеина и гли�
цина, среди которых доминирующая роль при�
надлежит цистеину. Цистеин образуется в зна�
чительной степени путём транссульфурации
аминокислот. Согласно этому пути, метионин
активируется с использованием АТФ, превра�
щаясь в S�аденозилметионин (SAM), который
является донором метильной группы, необходи�
мой для метилирования многих субстратов, с
помощью метионинаденозилтрансферазы [37].
При гидролизе SAM образуется гомоцистеин,
который в процессе катаболизма превращается
в цистатионин с последующим образованием
цистеина и α�кетобутирата [38].

В опухолевых клетках отмечается повыше�
ние процесса транссульфурации. В клетках по�
чечно�клеточной карциномы с низкой ско�
ростью пролиферации найдено повышенное со�
держание серина, гомоцистеина, SAM и S�аде�
нозилгомоцистеина [39]. Клетки опухолей с вы�
сокой степенью пролиферации содержат повы�
шенное количество α�гидроксибутирата и про�
дуктов метаболизма метионина – S�аденозилго�
моцистеина и гомоцистеина. Предполагается,
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что на ранней и поздней стадии агрессивной по�
чечно�клеточной карциномы уровень цистеина
предпочтительно пополняется путем транссуль�
фурации [39].

В клетки опухоли цистеин также может пос�
тупать из микроокружения с помощью незави�
сящего от натрия цистин/глутаматного анти�
порта, который известен как Xc� или xCT�сис�
тема, кодируемая геном SLC7A11 [40]. Гетероди�
мерный цистин/глутаматный антипортер состо�
ит из трансмембранного белка SLC7A11, свя�
занного с регуляторным белком SLC3A2 дисуль�
фидной связью. Белок SLC7A11 имеет 12 транс�
мембранных доменов и в основном импортиру�
ет в клетку (в обмен на глутамат) цистин, кото�
рый восстанавливается до цистеина цистинре�
дуктазой [41]. Таким образом, помимо синтеза с
помощью транссульфурации, опухолевые клет�
ки могут получать цистеин, используя этот
транспортный путь, пополняя внутриклеточное
содержание Cys, необходимое для синтеза GSH.
Ген SLC7A11, который, как было показано, не�
обходим для пролиферации клеток рака проста�
ты, молочной железы, почек, толстого кишеч�
ника, определяет содержание лёгкой цепи Xc�
системы в мембранах клеток этих опухолей [38].
В опухолевых стволовых клетках обнаружен по�
вышенный уровень этого транспортёра, корре�
лирующий с содержанием в них GSH [42].
Функциональная активность цистин/глутамат�
ного антипортера Xc способствует онкогенной
трансформации белков RAS и вносит заметный
вклад в сохранение внутриклеточного окисли�
тельно�восстановительного баланса опухолевых
клеток [43]. Некоторые типы опухолевых клеток
(лейкемия, лимфома) не способны генериро�
вать цистеин. Поэтому для поддержания роста
таких клеток аминокислота должна поступать в
клетки из их микроокружения. При снижении
содержания цистеина в клетках оно пополняет�
ся с помощью Хc�системы благодаря экскреции
цистина соседними клетками (фибробластами,
активированными макрофагами). Поэтому цис�
тин/глутаматный антипортер рассматривается
как потенциальная мишень для лечения злока�
чественных новообразований, при которых рост
и выживание опухолевых клеток зависят от пос�
тупления аминокислот извне [40, 42]. Помимо
цистеина синтез GSH зависит от содержания
глутамина и глутаминовой кислоты. Доступ�
ность глутамина влияет на синтез GSH тремя
различными механизмами. Во�первых, глута�
мин является основным источником глутами�
новой кислоты, образующейся с помощью глу�
таминазы 1 и 2 [44]. Экспериментально показа�
но, что активность глутаминазы строго регули�
руется для поддержания внутриклеточного

уровня глутамата, необходимого для синтеза
GSH [44]. Глутамин может транспортироваться
несколькими различными системами транспор�
та аминокислот. Среди них семейство транспор�
тёров растворённых веществ 1, из которых белок
5 (SLC1A5/ASCT2) является наиболее часто
сверхэкспрессируемым транспортным белком в
различных клетках опухолей человека, зависи�
мых от внеклеточного глутамина [45]. Содержа�
ние глутамина и GSH снижается в клетках с
низкой экспрессией гена этого транспортёра,
также как и снижается активность глутаминаз 1
и 2. Эта система регулируется онкогенным фак�
тором транскрипции c�Myc в клетках рака
предстательной железы и лимфомы [45, 46]. Об�
наружено, что miR�23a и miR�24b могут подав�
лять экспрессию гена SLC1A5, снижая метабо�
лизм глутамина в опухоли [46]. Репрессия этих
микроРНК онкогенным фактором c�Myc при�
водила к повышению экспрессии гена GLS и
усилению катаболизма глутамина в клетках ме�
ланомы. Второй механизм влияния глутамина
на уровень GSH связан с его ролью в поддержа�
нии содержания GSH в восстановленной форме
благодаря поддержанию уровня образования
NADPH(H+) путем регуляции содержания ма�
лата [44]. Образование малата из глутамина мо�
жет осуществляться двумя путями. По первому
пути малат, полученный из глутамина, транс�
портируется из митохондрий в цитоплазму и
превращается малик�ферментом в пируват, вос�
станавливая NADP+ до NADPH(H+). По второ�
му пути, связанному с малат�аспартатным чел�
ночным механизмом, аспартат, полученный в
матриксе митохондрий при переаминировании
глутамата и оксалоацетата, транспортируется из
митохондрий в цитозоль. В цитозоле аспартат
трансаминируется в оксалоацетат под действи�
ем АсАТ и затем превращается в малат с после�
дующим образованием пирувата и NADPH(H+)
[47]. NADPH(H+) имеет решающее значение
для регенерации GSH из окисленной формы
GSSG при действии фермента GR [14].

Третий механизм влияния глутамина на син�
тез GSH связан с транспортом цистина в клетку.
Транспортная цистин�глутаматная система Xc
зависит от доступности глутамата для клеток,
так как одна молекула глутамата обменивается
на молекулу цистина. Экспериментально дока�
зано, что содержание глутамина и глутамата
имеет решающее значение для поддержания не�
обходимого для клетки уровня GSH [44].

Помимо глутамата и цистеина синтез GSH
зависит от доступности глицина, который явля�
ется необходимой аминокислотой для многих
метаболических процессов, одним из которых
является синтез пуринов (аденин, гуанин) в
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быстро делящихся опухолевых клетках. Дефи�
цит серина и глицина вызывает снижение син�
теза GSH, повышая генерацию АФК в культуре
опухолевых клеток. Глицин является заменимой
аминокислотой, синтез которой возможен из
серина. В некоторых случаях серин может быть
получен путем транссульфурации. В опухолях,
где этот путь нарушен, обнаружено повышенное
накопление 3�фосфоглицерата [48]. Экспери�
ментально показано, что повышение содержа�
ния глицина способствует онкогенезу [49]. В
опухолевых клетках NCI�60 обнаружено, что
потребление глицина и экспрессия генов фер�
ментов, необходимых для биосинтеза глицина,
коррелируют со скоростью пролиферации кле�
ток.

Высокое соотношение GSH/GSSG в опухо�
левых клетках может быть объяснено повыше�
нием активности пентозофосфатного пути
(ПП), в результате которого образуется
NADPH(H+) [50]. Так, активация ПП, значи�
тельное количество GSH и промежуточных ме�
таболитов ПП обнаружены в клетках почечно�
клеточной карциномы [51]. ПП является един�
ственным внутриклеточным путём, в процессе
которого образуются пентозы (рибоза), необхо�
димые для синтеза нуклеиновых кислот, кофер�
ментов (NAD, FAD), макроэргических соедине�
ний (АТФ, ГТФ), циклических нуклеотидов
(цАМФ, цГМФ). Второй биосинтетической осо�
бенностью ПП является образование
NADPH(H+), составляющего 65–70% от его об�
щего содержания в клетке, необходимого для
биосинтеза жирных кислот, холестерина, желч�
ных кислот, стероидных гормонов. Все эти сое�
динения необходимы клеткам растущей опухо�
ли, как и GSH, пополнению пула которого спо�
собствует GR, катализирующая восстановление
GSSG с использованием NADPH(H+) [14].

РОЛЬ микроРНК В РЕГУЛЯЦИИ СИНТЕЗА
GSH В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ

Особое внимание в последнее время уделя�
ется роли микроРНК в регуляции метаболизма
опухолевых клеток и возможности их использо�
вания в комбинации с противоопухолевыми
препаратами. Данные многих работ демонстри�
руют значительную роль микроРНК в регуля�
ции содержания GSH в опухолевых клетках,
контролируя не только его синтез, но и восста�
новление GSSG (таблица). Установлено, что
действие c�Myc�активированной miR�18a при�
водит к подавлению экспрессии гена GCLC и по�
вышению чувствительности опухолей к окисли�
тельному стрессу. Напротив, ингибирование

miR�18a in vivo приводит к повышению экспрес�
сии гена GCLC и содержания GSH в опухоли
[52]. Экспрессия гена GCLC может подавляться
действием miR�18a при раке предстательной же�
лезы и miRNA�153 в клетках глиобластомы [53,
54]. На моделях почечного и печёночного фиб�
роза установлено подавление экспрессии генов
GCLС, GCLМ и снижение содержания GSH при
действии miR�433 [55]. MiRNA�433 подавляет
экспрессию этих генов (как каталитической, так
и регуляторной субъединиц γ�GCL) с помощью
Nrf2�независимого механизма в клетках злока�
чественных опухолей яичника и кишечника
[56,57]. Напротив, в клетках гепатоклеточной
карциномы miRNA�27a/b модулирует экспрес�
сию гена GCLС Nrf2�зависимым путём [58]. При
исследовании уровня экспрессии гена GS у па�
циентов с хроническим лимфоцитарным лейко�
зом установлено обратно пропорциональное со�
отношение между экспрессией этого гена и
уровнем miRNA125�b [59].

Сверхэкспрессия miRNA�214 приводит к
снижению экспрессии гена GR в клетках рака
молочной железы, лёгкого, шейки матки, толс�
того кишечника, что связано с плохим прогно�
зом для пациентов [60–63]. MiRNA22 подавляет
экспрессию гена GGT в клетках злокачествен�
ных опухолей, толстого кишечника и предста�
тельной железы [64, 65].

Отмечается влияние микроРНК на поступ�
ление в клетки цистеина, необходимого для
синтеза GSH, посредством регуляции его транс�
порта Xc�системой, которая стабилизируется в
клеточной мембране с помощью CD44v, извест�
ного маркёра опухолевых стволовых клеток [41].
В опухолевых клетках колоректального рака
экспрессия гена SLC7A11, кодирующего Xc�сис�
тему, имеет обратную корреляцию с уровнем
экспрессии miRNA�26b [66]. Рост экспрессии
miRNA�375 вызывает подавление экспрессии
гена SLC7A11, что повышает радиочувствитель�
ность и снижает пролиферацию и инвазию
плоскоклеточного рака полости рта [67]. Подоб�
ный эффект имеет место и при сверхэкспрессии
miRNA�27a, которая снижает уровень Xc и, как
следствие, содержание внутриклеточного GSH,
тем самым повышая чувствительность к проти�
воопухолевым препаратам клеток рака мочевого
пузыря, устойчивых к цисплатину [68].

РОЛЬ GSH В ПРОГРАММИРУЕМОЙ
ГИБЕЛИ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК

Уровень GSH и соотношение GSH/GSSG
являются важной характеристикой клеточного
редокс�статуса, поддерживающего клеточный
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гомеостаз и влияющего на жизнеспособность
клетки, в том числе на способность к пролифе�
рации, дифференцировке, программируемой
гибели. Значительное снижение содержания
GSH и соотношения GSH/GSSG может быть
пусковым триггером для разных типов програм�
мируемой гибели клеток (апоптоз, аутофагия,
некроптоз, ферроптоз), однако, возможно и
включение смешанных или множественных
форм гибели [69].

Апоптотическая гибель клеток, как наиболее
изученный тип программируемой гибели, ха�
рактеризуется уменьшением объёма цитоплаз�
мы, конденсацией хроматина, фрагментаци�
ей ядра, блеббингом клеточной мембраны и об�
разованием апоптотических телец. Снижение
содержания GSH терапевтическими факторами
(ряд противоопухолевых препаратов, радиоте�
рапия) может сопровождаться инициацией
апоптоза и происходит в результате ряда при�
чин: дефицита субстратов для синтеза GSH, ин�

гибирования процесса синтеза GSH, усилен�
ного использования GSH в процессах детокси�
кации и активации транспорта GSH из клетки
[70]. Уменьшение содержания GSH в клетке
приводит к недостаточности антиоксидантной
системы и росту образования АФК, что вызыва�
ет повреждение мембран митохондрий, падение
трансмембранного потенциала, нарушение про�
цессов синтеза АТФ, активацию внутреннего
пути развития апоптоза (рис. 2). Повышенный
уровень АФК и снижение митохондриального
отношения mGSH/GSSG приводит к повыше�
нию проницаемости наружной мембраны мито�
хондрий благодаря мегапорам (образованным, в
частности, в результате роста соотношения бел�
ков Bax/Bcl2), что сопровождается высвобожде�
нием фактора AIF, активирующего апоптоз, ци�
тохрома с, образованием апоптосом и активаци�
ей каспаз [69, 70].

Снижение синтеза GSH при действии необ�
ратимого ингибитора γ�GCL L�бутионин�(S,
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МикроРНК, участвующие в регуляции синтеза GSH и восстановления GSSG в пухолевых клетках

МикроРНК
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Xc
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онкоген
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онкосупрессор

онкосупрессор

онкосупрессор

онкосупрессор

онкосупрессор

онкоген

онкосупрессор

онкосупрессор

онкосупрессор

Вид новообразования

гепатоклеточная карцинома

рак простаты

рак яичника

рак кишечника

гепатоклеточная карцинома

глиобластома

хронический лимфолейкоз

рак молочной железы

рак лёгкого

колоректальный рак

рак шейки матки

рак почки

колоректальный рак

рак простаты

колоректальный рак

плоскоклеточный рак ротовой полости

рак мочевого пузыря
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R)�сульфоксимина (BSO) способствует актива�
ции апоптоза в клетках рака молочной железы,
яичников и почки и замедляет рост клеток при
раке пищевода [71]. Комбинированная терапия
BSO и мелфалана, используемая для пациентов
с резистентной нейробластомой, сопровожда�
лась активацией апоптоза опухолевых клеток
[72]. Введение BSO повышало чувствительность
клеток опухоли к химиотерапевтическим сред�
ствам у пациентов с миеломой и раком шеи [73].
Препарат повышал действие нифуртимокса для
подавления роста опухолевых клеток и проде�
монстрировал способность эффективного моду�
лятора GSH�опосредованной лекарственной
резистентности за счёт повышения цитотоксич�
ности алкилирующих агентов и радиации in
vitro.

Использование флавоноида лютеолина при�
водит к снижению жизнеспособности клеток
холангиокарциномы путём активации апоптоза
благодаря росту генерации АФК, возникающего

в результате снижения активности γ�GCL и со�
держания GSH [74].

При некроптозе отсутствует фрагмента�
ция ДНК, в отличие от апоптоза происходит
увеличение объёма органелл и клетки, разруше�
ние цитоплазматической мембраны [75]. Клю�
чевыми регуляторами некроптоза являются
протеинкиназы 1 (RIPK1, receptor�interacting
serine/threonine�protein kinase 1) и 3 (RIPK3,
receptor�interacting serine/threonine�protein
kinase 3), взаимодействующие с так называемы�
ми рецепторами смерти, среди которых выделя�
ют TNFR1 и TNFR2 (рецепторы некроза опухо�
ли TNF�α), рецепторы FasL (Fas ligand) и TRAIL
(TNF�related apoptosis�inducing ligand). RIPK1 и
RIPK3 аутофосфорилируются, трансфосфори�
лируют друг друга и собираются в некросомы.
Активаторы некроптоза и внешнего апоптоза
могут быть общими. Так, каспаза 8 и протеинки�
наза 1 контролируют переключение между
апоптозом и некрозом [76]. Во многих работах
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Рис. 2. Роль GSH в механизмах программируемой гибели опухолевых клеток. Подавление синтеза GSH способствует ак�
тивации: а) апоптоза: путем снижения поступления GSH в митоходриии и отношения mGSH/GSSG с последующим по�
вышением уровня АФК, пермеабилизации внешних митохондриальных мембран (мPTP), соотношения белков Bax/Bcl2,
высвобождением про�апоптотических факторов, цитохрома с, образованием апоптосом, активацией каспаз и фрагмента�
цией ДНК; б) некроптоза: падение уровня GSH сопровождается ростом генерации АФК, активации киназ RIPK1 и
RIPK3, сборкой некросом; в) ферроптоза: распад ферритина, значительно повышающий содержание ионов Fe2+, наряду
с ростом уровня H2O2 запускает реакцию Фентона, которая приводит к образованию •ОН радикалов, инициирующих пе�
рекисное окисление липидов (ПОЛ). Дефицит GSH, как косубстрата Gpx4, приводит к накопление гидроперекисей ли�
пидов, активирующих ферроптоз; г) аутофагии: истощение содержания GSH способствует Н2О2�зависимой активации
аутофагии, сопровождающейся усиленным образованием аутофагосом и изменением содержания маркеров аутофагии �
ростом содержания белков Beclin, LC3 II и деградацией белка p62, связывающегося с убиквитинированными белками
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показана связь между снижением содержания
GSH и активацией некроптоза. Так, действие
диметилфумарата, используемого для лечения
рассеянного склероза, активировало некроптоз
клеток карциномы толстого кишечника мы�
ши CT26, вызывая падение уровня GSH и рост
генерации АФК наряду с активацией MAP�ки�
наз JNK, p38, ERK. Добавление GSH и N�аце�
тилцистеина препятствовало развитию некроп�
тоза [77]. Аналогичный эффект был получен при
действии оритодина (дитерпеноид, обладаю�
щий противовоспалительным действием, полу�
чаемый из китайского лекарственного растения
Rabdosia rubescens) на клетки аденокарциномы
786�O: развитию некроптоза, связанного с акти�
вацией JNK, p38, ERK, препятствовало введе�
ние GSH и его предшественника N�ацетилцис�
теина [78]. Снижение соотношения GSH/GSSG
и повышение образования АФК под действием
противомалярийного препарата артесуната в
клетках почечной карциномы человека также
приводило к развитию некроптоза. Этот эффект
подавлялся при введении некростатина�1 или
при нокдауне RIPK1 [79]. Дефицит цисти�
на/цистеина, необходимого для синтеза GSH,
также вызывает развитие окислительного стрес�
са и приводит к активации как некроптоза, так и
ферроптоза [80].

Характерной особенностью ферроптоза яв�
ляется активация Fe2+�зависимого перекисного
окисления липидов [81]. Морфологически клет�
ки, подвергнутые ферроптозу, отличаются
уменьшением размера митохондрий и митохон�
дриальных крист, а также наличием разры�
вов внешней митохондриальной мембраны. Ме�
ханизм ферроптоза связан с накоплением в
клетке свободного Fe2+. Медиаторами ферро�
птоза являются белки, участвующие в метабо�
лизме железа: трансферрин, рецептор трансфер�
рина (TFR), ферропортин, тяжёлая и лёгкая це�
пи ферритина. Уровень железа в клетках регули�
руется TFR, который транспортирует железо в
клетки, и ферропортином, экспортирующим
железо из клетки. Ионы железа (Fe3+) поступают
в клетку с помощью TFR и затем восстанавлива�
ются с образованием Fe2+. Железо, хранящееся в
ферритине, высвобождается в результате его
распада в лизосомах. Распад ферритина, значи�
тельно повышающий содержание ионов Fe2+,
наряду с ростом уровня H2O2 запускает реакцию
Фентона, которая приводит к образованию вы�
соко реакционноспособных •ОН радикалов,
инициирующих пероксидное окисление липи�
дов (ПОЛ) и накопление гидроперекисей липи�
дов (в основном гидроперекисей фосфатидилэ�
таноламинов), активирующих ферроптоз [82]
(рис. 2). Дополнительным признаком ферроп�

тоза являются Fe+2�зависимая инактивация глу�
татионпероксидазы 4 (Gpx4), основным суб�
стратом которой являются гидроперекиси фос�
фолипидов [82]. Одним из основных факторов,
активирующих ферроптоз, является снижение
содержания GSH, косубстрата Gpx4, чаще всего
за счёт дефицита Xc�системы, поставляющей
цистин, необходимый для синтеза GSH [83].
Эрастин, первый обнаруженный индуктор фер�
роптоза, являясь ингибитором системы транс�
порта Хс�, активно снижает транспорт цистина
в клетку, вызывая дефицит синтеза GSH, что ак�
тивирует образование АФК, гидроперекисей
фосфолипидов и ферроптоз [82]. Эрастин необ�
ратимо связывается с транспортным белком
SLC7A11 Хс�системы, инактивируя его. Дей�
ствие эрастина снижает антиоксидантную за�
щиту клетки путем подавления активности
Gpx4, которая не может восстанавливать гидро�
перекиси липидов вследствие дефицита GSH
как косубстрата [84]. Этот эффект может быть
блокирован добавлением в среду GSH и N�аце�
тилцистеина. Имидазолилкетоэрастин, аналог
карбонилэрастина, также может ингибировать
систему Xc� и является более эффективным в
отношении подавления роста опухолевых кле�
ток, чем эрастин [85]. Действие эрастина не вы�
зывает морфологических или биохимических
изменений, подобных тем, которые происходят
при апоптозе клеток, такие как изменение хро�
матина или распад поли�АДФ�рибозо�полиме�
разы (PARP). Кроме того, гибель клеток, выз�
ванная эрастином, не блокируется ингибитора�
ми апоптоза, некроптоза или аутофагии. Однако
антиоксиданты (витамин Е) и хелаторы железа
(мезилат дефероксамина) блокируют гибель
клеток. Таким образом, ферроптоз является же�
лезо�зависимой, неапоптотической формой ре�
гулируемой гибели клеток [81].

Механизм ферроптоза связан с регуляцией
некоторых патологических процессов, в том
числе развития злокачественных новообразова�
ний. Многочисленные исследования подтвер�
дили, что ферроптоз играет ключевую роль в по�
давлении роста опухоли. Так, ферроптоз может
быть причиной гибели опухолевых клеток лёг�
ких, молочной железы, поджелудочной железы,
почек [86]. В связи с этим индукция ферроптоза
рассматривается как новая терапевтическая
стратегия в лечения рака. Часто используемые
ингибиторы Xc�системы (сульфасалазин и эрас�
тин) могут применяться в качестве терапевти�
ческих средств для повышения чувствительнос�
ти клеток опухоли к противоопухолевым аген�
там. Данные препараты, снижая внутриклеточ�
ный уровень цистеина, вызывают ферроптоз
[87]. Такие препараты, как сорафениб и артесу�
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нат, могут вызывать ферроптоз клеток некото�
рых видов злокачественных новообразований.
Поэтому их предлагается использовать в комби�
нированных схемах химиотерапии. Обнаруже�
но, что сорафениб вызывает ферроптоз в клет�
ках гепатокарциномы, ингибируя Xc�систему и
снижая содержание GSH [88]. Сорафениб, как
ингибитор протоонкогенных киназ, применяет�
ся для лечения пациентов с почечно�клеточной
карциномой, распространённой гепатоцеллю�
лярной карциномой и другими солидными опу�
холями. Противоопухолевая эффективность со�
рафениба коррелирует с ингибированием сиг�
нального пути Raf�MEK�ERK и нескольких ре�
цепторных тирозинкиназ, включая рецептор
фактора роста эндотелия сосудов VEGF, тем са�
мым ингибируя неоангиогенез. Однако индук�
ция ферроптоза не связана с ингибирующим
действием сорафениба на RAF киназы. Сущест�
вует два основных механизма, с помощью кото�
рых сорафениб вызывает ферроптоз. Согласно
первому механизму сорафениб, как и эрастин,
ингибирует импорт цистина Хc�системой, вы�
зывая стресс эндоплазматического ретикулума,
истощение GSH и железо�зависимое накопле�
ние липидных АФК [87]. Другой механизм свя�
зан с путём p62�Keap1�NRF2, когда предполага�
ется, что Nrf2 является ключевым фактором в
определении терапевтического ответа на лече�
ние, направленное на активацию ферроптоза в
клетках опухоли [89].

Среди противоопухолевых препаратов, ис�
пользуемых для лечения солидных опухолей,
цисплатин обладает весьма высокой эффектив�
ностью. Его противоопухолевый эффект в зна�
чительной степени обусловлен алкилирующим
действием на ДНК. Однако недавние исследова�
ния показали, что цисплатин может активиро�
вать как ферроптоз, так и апоптоз в опухолевых
клетках [90]. Такое свойство цисплатина объяс�
няется способностью легко связываться с тиоль�
ными группами, что определяет его высокое
сродство к GSH, являющимся одним из самых
распространённых небелковых тиолов в клетках.
Показано, что большая часть внутриклеточного
цисплатина связывается с GSH, образуя комп�
лекс Pt�GS. Подобно эрастину истощение GSH,
наряду с инактивацией Gpx4, является основ�
ным механизмом действия цисплатина, вызыва�
ющим активацию ферроптоза [82, 90].

При аутофагии происходит процесс разру�
шения цитоплазматических компонентов в ли�
зосомах клетки в условиях стресса. Аутофагия
сопровождается образованием аутофагосом,
включающих удаляемые органеллы и цитоплаз�
му, с последующим формированием аутофаго�
лизосом в результате слияния с лизосомами, в

которых содержимое подвергается распаду. Дли�
тельное время аутофагию считали механизмом
защиты клеток. Однако аутофагия может вызы�
вать гибель клеток, и её можно рассматривать
как механизм подавления роста опухолей [91].
Низкий уровень GSH в клетке, способствуя раз�
витию окислительного стресса, является сигна�
лом для активации аутофагии как реакции адап�
тации к стрессу [92]. Различные пути снижения
внутриклеточного GSH способствуют актива�
ции аутофагии. Так, ингибирование Xc�системы
при действии сульфасалазина, приводящее к
снижению транспорта цистина в опухолевые
клетки и подавлению синтеза GSH, сопровож�
дается активацией аутофагии [93]. Истощение
содержания GSH способствует Н2О2�зависимой
активации аутофагии, сопровождающейся уси�
ленным образованием аутофагосом и изменени�
ем содержания маркеров аутофагии – ростом
содержания белка LC3 II и деградацией белка
p62, связывающегося с убиквитинированны�
ми белками [94]. Процессы аутофагии и фер�
роптоза часто развиваются одновременно при
снижении уровня GSH и активности Gpx4.
Ферроптоз, вызываемый дигидроартемизини�
ном в клетках острого миелоидного лейкоза,
развивается в результате активации процесса ау�
тофагии при понижении содержания GSH, дег�
радации ферритина и накоплении ионов Fe2+

[95]. Повышение активности лизосом при фер�
роптозе связано с усилением шаперон�опосре�
дуемой аутофагии, приводящей к деградации
Gpx4 [96]. Действие эрастина стимулирует как
ферроптоз, так и аутофагию опухолевых клеток
[97]. Ингибирование лизосомальной функции
биламицином A1 и хлорохином может значи�
тельно замедлить процесс ферроптоза, активи�
рованный эрастином [98]. Внутриклеточный
распад ферритина является зависимым от ауто�
фагии, для этого коактиватор ядерного рецепто�
ра 4 (NCOA4) в качестве транспортёра доставля�
ет ферритин к аутофагосоме [99].

Снижение внутриклеточного содержания
GSH в результате подавления его синтеза и/или
повышенного использования за счёт роста гене�
рации АФК может быть общим событием в воз�
никновении одновременно разных форм прог�
раммируемой гибели опухолевых клеток. Так,
фенетилизотиоцианат, обладающий противо�
опухолевым эффектом в отношении многих ви�
дов злокачественных новообразований, при
действии на клетки остеосаркомы K7M2, вызы�
вая снижение уровня GSH (за счёт связывания с
его SH�группой) с последующим ростом образо�
вания АФК и активацией редокс�зависимого
сигналинга, приводит к гибели опухолевых кле�
ток путём активации как ферроптоза, так и ауто�
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фагии, апоптоза [100]. Данный факт может рас�
сматриваться в качестве возможного доказа�
тельства роли внутриклеточного уровня GSH и
соотношения GSH/GSSG как триггера в ре�
докс�зависимой регуляции механизмов прог�
раммируемой клеточной гибели.

Таким образом, многочисленные данные
свидетельствуют о значимости GSH и соотно�
шения GSH/GSSG в регуляции жизнеспособ�
ности опухолевых клеток, инициации развития
опухоли, её прогрессии и лекарственной устой�
чивости. Тем не менее контроль механизмов
синтеза глутатиона в доброкачественных и зло�
качественных опухолях остаётся малоизучен�
ным. Дальнейшее исследование механизмов ре�
гуляции синтеза GSH может помочь в поиске

более селективных и менее токсичных ингиби�
торов синтеза GSH, которые можно применять
в сочетании с противоопухолевыми препарата�
ми для эффективного подавления роста злока�
чественных новообразований.
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Tripeptide GSH is associated not only with the control and maintenance of redox cell homeostasis, but also with the
processes of detoxification, proliferation, cell differentiation, and regulation of cell death. Disruptions in GSH syn�
thesis and changes in the GSH/GSSG ratio are common for many pathological conditions, including malignant neo�
plasms. Numerous data indicate the importance of GSH and the GSH/GSSG ratio in the regulation of tumor cell
viability, in the initiation of tumor development, progression, and drug resistance. However, control of the mechanism
of GSH synthesis in malignant tumors remains poorly understood. This review discusses the features of GSH synthe�
sis and its regulation in tumor cells. The role of GSH in the mechanisms of apoptosis, necroptosis, ferroptosis, and
autophagy is considered.
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Повышение внутриклеточного уровня Zn2+ вследствие ишемии способствует смерти клетки, компроменти�
руя функцию митохондрий. Zn2+ является дифференциальным регулятором митохондриальной липоамид�
дегидрогеназы (LADH) в области физиологических концентраций (Ka = 0,1 мкM свободного цинка), инги�
бируя липоамид�дегидрогеназную и активируя NADH�дегидрогеназную активности. Данный эффект выз�
ван координацией Zn2+ цистеинами активного центра LADH. Описан детальный кинетический механизм
диафоразной (NADH�дегидрогеназной) реакции, катализируемой LADH из сердца свиньи, с использова�
нием 2,6�дихлорфенолиндофенола (DCPIP) в качестве модельного акцептора электронов. Анаэробные экс�
перименты методом остановленной струи продемонстрировали, что двухэлектронно�восстановленная фор�
ма LADH в 15–25 раз менее активна по отношению к DCPIP, чем четырехэлектронная или Zn2+�связанная
восстановленные формы LADH (константы скорости равны (6,5 ± 1,5)×103 M–1с–1, (9 ± 2)×104 M–1с–1 и
(1,6 ± 0,5)×105 M–1с–1 соответственно). Стационарная кинетика для различных субстратов диафоразы пока�
зала, что Zn2+ ускоряет реакцию исключительно для двухэлектронных (дурохинон, DCPIP), но не одно�
электронных акцепторов (бензохинон, убихинон, феррицианид), что косвенно указывает на низкую элект�
рон�донорную способность двухэлектронно�восстановленной формы LADH, доминирующей при низких
уровнях NADH, по сравнению с четырехэлектронной или Zn2+�связанной формами восстановленного фер�
мента. Полученные данные позволяют предположить, что связывание цинка тиолами активного центра
превращает фермент из одноэлектронного в двухэлектронный донор. Такой переключатель, активируемый
цинком, потенциально может изменить соотношение продуктов оксидазной активности LADH – суперок�
сида и H2O2.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: убихинон, 2,6�дихлофенолиндофенол, дурохинон, феррицианид, ферментативная
кинетика, дигидролипоил�дегидрогеназа.
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ВВЕДЕНИЕ

Большой объем накопленной информации
указывает на токсическую роль внутриклеточ�

ного цинка, высвобождаемого в результате ише�
мии�реперфузии, в последующей судьбе клетки
[1–4]. Повышение внутриклеточного уровня
Zn2+ связывают с потерей мембранного потен�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : BQ –1 ,4�бензохинон; DCPIP – 2,6� дихлофенолиндофенол; DQ – дурохинон (2,3,5,6�тет�
раметил�1,4�бензохинон); DTT – дитиотрейтол; FC – феррицианид калия; LADH – дигидролипоил�дегидрогеназа (= ли�
поамиддегидрогеназа); KGDHC – α�кетоглутаратдегидрогеназный комплекс; Qo – 2,3�диметокси�5�метил�1,4�бензохи�
нон; S – субстрат�акцептор; UQo – убихинон.
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biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�134, 20.07.2020.
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циала, продукцией активных форм кислорода и
смертью клетки [5,6]. Снижение накопления
цинка в митохондриях путем его хелатирования
приводит к уменьшению ишемических повреж�
дений мозга в модели инсульта [7]. Нами было
ранее показано, что цинк конкурирует с кальци�
ем за вход в митохондрии, по�видимому, через
митохондриальный кальциевый унипортер [8],
что недавно было подтверждено другой группой
исследователей [9].

Zn2+ является мощным ингибитором мито�
хондриального дыхания и вызывает открытие
митохондриальной поры [5,6]. Предполагается,
что Zn2+ может регулировать митохондриальное
дыхание обратимо, ингибируя α�кетоглутарат�
дегидрогеназный комплекс (KGDHC) [10]. Ли�
поамид�дегидрогеназа (LADH) – ключевой
компонент митохондриальных дегидрогеназных
комплексов, включая KGDHC,  катализирует
перенос восстановленных эквивалентов с ди�
гидролипоата, связанного на соседней дигидро�
липоил�ацилтрансферазной субъединице комп�
лекса, на NAD+. Эта обратимая реакция осуще�
ствляется двумя реакционными центрами – ти�
оловой парой, которая принимает электроны от
дигидролипоата, и нековалентно�связанным
FAD/FADH2, который переносит электроны на
NAD+. Фермент также катализирует «диафораз�
ную» реакцию восстановления хинонов (или
других акцепторов электрона) под действием
NADH. Эта вторичная активность требует учас�
тия только одного каталитического центра –
FAD – и значительно ускоряется под действием
ионов металлов или других реагентов, которые
связывают [11] или модифицируют [12–17] ка�
талитические тиолы, необходимые для липо�
амид�дегидрогеназной активности. Zn2+ увели�
чивает диафоразную активность LADH по отно�
шению к убихинону [18,19]. Усиление диафо�
разной активности также наблюдалось для ген�
но�инженерных мутантов с отсутствием одного
из каталитических тиолов [20]. Хотя стимулиро�
вание диафоразной активности было показано
неоднократно [12–17, 20], ее кинетическая мо�
дель с точными кинетическими параметрами
никогда не являлась предметом исследования.

Мы ранее показали, что Zn2+ ингибирует об�
ратимую липоамид�дегидрогеназную реакцию,
катализируемую очищенной LADH из сердца
свиньи (Ki 0,15 мкM) в обоих направлениях,
блокируя каталитические тиолы [21]. Взаимо�
действие с цинком приводило к 3–4 кратному
усилению оксидазной активности LADH [21],
для которой нужен только каталитический
центр FAD. Целью настоящей работы явилось
детальное кинетические описание диафоразной
реакции, катализируемой LADH, в отсутствие и

в присутствии цинка с DCPIP в качестве мо�
дельного субстрата. Результаты стационарной и
предстационарной кинетики предполагают, что
кроме переключения LADH из тиол�редуктазы
в хинон�редуктазу, связывание цинка может из�
менять предпочтение фермента – от одно�
электронных акцепторов в сторону двухэлект�
ронных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты/ферменты. NADH, NADPH, Tris,
ZnCl2, 2,6�дихлорфенолиндофенол (DCPIP),
1,4�бензохинон (BQ), феррицианид калия (FC),
дурохинон – DQ (2,3,5,6�татраметил�1,4�бензо�
хинон), убихинон Qo, приобретены у «Sigma�
Aldrich» (США), HCl – у J.T.Baker, Inc. (NJ,
США). Все растворы приготовлены на дистили�
рованной деионизованной воде с сопротивле�
нием >15 MΩ/cм. Все реактивы были из «Sigma
Ultra grade», если такой уровень очистки был
коммерчески доступен (для уменьшения воз�
можного присутствия двухвалентных катионов).
Запасные водные растворы 10 мМ NADH и
10 мМ ZnCl2 готовили непосредственно перед
экспериментом.

Липоамид�дегидрогеназа из сердца свиньи
(LADH) от «Sigma�Aldrich», по данным SDS�
PAGE, не содержала белковых примесей (< 2%).
Фермент очищали FPLC гель�фильтрацией для
удаления сульфата аммония и FAD, порциями
по 0,5 мл (1 : 3 суспензии фермента к воде), на
колонке с Superdex 200 («Pharmacia Biotech»),
уравновешенной 0,2 M Tris�HCl буфером, pH
7,5. Концентрацию LADH определяли по пог�
лощению на 455 нм (ε455 = 11 300 M–1cм–1 [1]).
Тиоредоксин�редуктаза из Escherichia coli была
приобретена у «Sigma�Aldrich» и использована
после обессоливания через Sephadex G�25.

Стационарная кинетика. Все измерения прово�
дили на 96�луночном планшетном спектрофото�
метре (SpectraMax Plus, США) в 200 мкл объеме
реакционной смеси на лунку в двухволновом ре�
жиме по поглощению NADH (ε340 = 6,22 мM–1cм–1

[22]) и DCPIP (E600 = 20,6 мM–1cм–1 [22]) при
20 °C. Длина светового пути составляла 0,43 cм.
Реакции проводили в 50 мM Tris�HCl буфере,
pH 7,5. Для коррекции на неферментативное
восстановление DCPIP контроли (при отсут�
ствии фермента) ставили одновременно на од�
ном и том же микропланшете, для последующе�
го вычитания значения скорости нефермента�
тивного восстановления из скорости фермента�
тивного восстановления.

Изучение восстановления DCPIP под
действием NADH в отсутствие добавленного
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цинка проводили, варьируя NADH в диапазоне
10–500 мкM и DCPIP 2–50 мкM. Реакцию ини�
циировали добавлением 400 нM раствора фер�
мента. Зависимость скорости реакции от концен�
трации DCPIP при фиксированных различных
концентрациях NADH описывали линейной
регрессией, из параметров которой рассчитыва�
ли константы скорости. Значения констант ско�
рости были определены как среднее из трех не�
зависимых экспериментов.

Для исследования эффектов цинка был ис�
пользован аналогичный подход: аликвоты
NADH и ZnCl2 помещали в лунки, а затем ини�
циировали реакцию добавлением 160 мкл буфер�
ной смеси фермента и варьируемых концентра�
ций DCPIP с помощью многоканальной пипет�
ки. Для измерения скорости восстановления
DCPIP под действием NADH, концентрации ре�
агентов варьировали в диапазоне 30–400 нM
LADH, 0,002–0,1 мM DCPIP, 0,01–0,5 мM
NADH, 0,1–20 мкM ZnCl2. Восстановление ду�
рохинона, убихинона, бензохинона и феррициа�
нида, катализируемое, соответственно, 160, 200,
50 и 150 нM LADH, изучали по поглощению
NADH на 340 нM при его фиксированной кон�
центрации, равной 0,02 мM, и различных варьи�
руемых концентрациях акцептора электрона и
Zn2+. В случае тиоредоксинредуктазы из E. coli
варьировали концентрации DCPIP при фикси�
рованной концентрации NADPH (0,02 мM) в от�
сутствие и в присутствии 5 мкM Zn2+. Восстанов�
ление бензохинона под действием LADH и
DCPIP под действием E. coli TRR проводили в
двойном и тройном повторе соответственно.

Данные по активации в присутствии Zn2+

анализировали в координатах Лайнуивера–Бер�
ка, используя метод наименьших квадратов в
программе Sigma Plot 12.5 (SPSS, США). Каж�
дый эксперимент проводили в тройном повторе.
Данные представлены как среднее ± стандарт�
ная ошибка из трех независимых эксперимен�
тов. Статистическую значимость изменений в
углах наклона в двойных обратных координатах
проверяли, проводя парный t�тест («Sigmastat
software», США), используя оценки наклона и
стандартные ошибки измерения регрессий для
высокой дозы Zn2+ и контрольной серии для
каждой панели.

Предстационарная кинетика. Анаэробные из�
мерения методом остановленной струи прово�
дили в четверном повторе на High�Tech SF�61
спектрофотометре («High�Tech Scientific», Вели�
кобритания), установленном в анаэробном бок�
се под N2 с содержанием O2 менее 1 ppm. Мерт�
вое время прибора составляло 0,8 мс. Темпера�
туру (22 °C) контролировали с помощью тер�
мостата Techne�400 circulator («Techne Ltd.», Ве�

ликобритания) с наружной системой охлажде�
ния. Раствор фермента и порошок субстрата по�
мещали в закрытые сосуды и подвергали деок�
сигенации перед помещением в анаэробный
бокс. Деоксигенацию буфера (0,05 M Tris�HCl,
pH 7,5), используемого в экспериментах, прово�
дили в течение ночи в анаэробном боксе. Запас�
ные растворы NADH (0,75 мM) и ZnCl2

(1,875 мM) готовили анаэробно под N2 в боксе в
данном буфере непосредственно перед экспери�
ментом.

Изменения в поглощении связанного с бел�
ком флавина определяли в режиме быстрого
сканирования с использованием ксеноновой
лампы. Запасный раствор фермента (15 мкM)
выстреливали против возрастающих концентра�
ций NADH (7,5–60 мкM) для определения кон�
центрации NADH, обеспечивающей макси�
мальное поглощение на 530 нм, являющееся ин�
дикатором образования двухэлектронно�вос�
становленной формы LADH (LADH�2e) –
комплекса с переносом заряда, имеющего один
свободный восстановленный тиол и тиол, свя�
занный через «общий электрон» с FAD [10]. На�
ивысшая концентрация комплекса с переносом
заряда наблюдалась при использовании полуто�
ракратного избытка NADH к ферменту.

Изменения в поглощении DCPIP регистри�
ровали в режиме фиксированный длины волны
на 600 нм. Для определения константы скорости
окисления двухэлектронно�восстановленной
формы фермента под действием DCPIP, фер�
мент (2 мкM) предварительно восстанавливали
1,5�кратным избытком NADH и затем выстре�
ливали против возрастающих концентраций
DCPIP в диапазоне 2–60 мкM. Для определения
константы скорости Zn2+�связанного фермента,
2 мкM LADH предварительно восстанавливали
1,5 эквивалентами NADH в присутствии
100 мкM Zn2+. Комплекс LADH�Zn затем вос�
станавливали добавлением еще 1,5 эквивален�
тов NADH для получения полностью восста�
новленного FAD (Zn�LADH�2e) и уже затем
выстреливали против растущих концентраций
DCPIP (2–60 мкM).

Взаимодействие двухэлектронно�восстанов�
ленного фермента (LADH�2e) с DCPIP удовлет�
воряло условию одного оборота фермента в ре�
акции псевдо�первого порядка, когда [S]o >>
[E]o. Кинетические кривые аппроксимировали
экспоненциальной функцией A = Aoexp(#k[S]ot),
используя метод наименьших квадратов в прог�
рамме минимизации, предоставленной также
фирмой «High�Tech Scientific». Константы ско�
рости второго порядка определяли из наклона
зависимости кажущейся константы скорости
первого порядка от концентрации DCPIP.
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Для определения константы скорости окис�
ления четырехэлектронно�восстановленного
фермента (LADH�4e) под действием DCPIP,
фермент был предварительно восстановлен 50
эквивалентами NADH для обеспечения полного
восстановления FAD и затем «выстреливался»
против возрастающих концентраций DCPIP.
Поскольку восстановление фермента NADH
протекает исключительно быстро в данных ус�
ловиях [23], то весь фермент можно считать на�
ходящимся в четырехэлектронной восстанов�
ленной форме (LADH�4e) в течение всей реак�
ции восстановления DCPIP, т.е. эксперимент
можно считать стационарным с детекцией
уменьшения поглощения DCPIP в миллисекунд�
ном диапазоне. В этих условиях уравнение [S] =
= [S]oexp(#k[E]ot), при t→0, превращается в ли�

нейную функцию [S]=[S]o (1–k[E]ot), которая
позволяет рассчитывать константу скорости из
начального угла наклона кинетической кривой.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Стационарная кинетика диафоразной реакции.
Зависимость начальной скорости реакции от
концентрации NADH в двойных обратных ко�
ординатах проявляет гиперболический характер
вплоть до 0,2 мM NADH, выше которой наблю�
дается субстратное ингибирование (рис. 1, а).
Последнее является следствием диссоциатив�
ной инактивации фермента под действием из�
бытка NADH, которая характерна для четырёх�
электронно�восстановленной формы LADH
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Рис. 1. Зависимость скорости восстановления DCPIP под действием NADH, катализируемым 400 нM LADH, от концен�
трации одного из субстратов при варьируемой концентрации второго субстрата. а – Зависимость от [NADH]; б – зависи�
мость от [DCPIP]; в–г – вторичные графики зависимости отрезка и угла наклона из рис. б соответственно, от концентра�
ции NADH (концентрации NADH, вызывающие инактивацию фермента, опущены). 50 мM Tris�HCl�буфер, pH 7,5,
22 °C. Кривые на панелях а и г описаны гиперболической зависимостью с помощью метода наименьших квадратов. Кри�
вые на панелях б и в – линейные регрессии. Данные представляют один репрезентативный эксперимент, проведенный в
режиме параллельного измерения скоростей (см. детали в разделе «Материалы и методы»)
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(LADH�4e) из различных источников [24]. Пре�
дыдущие работы, по�видимому, не учитывали
сложный характер реакции восстановления
DCPIP под действием LADH и считали, что она
протекает с образованием тройного комплекса
[25, 26]. Зависимость скорости реакции в двой�
ных обратных координатах при ненасыщающих
концентрациях DCPIP (рис. 1, а) лишь с боль�
шой натяжкой можно описать линейной зави�
симостью, при этом прямые линии не будут пе�
ресекаться в одной точке, что явилось бы дока�
зательством механизма с образованием тройно�
го комплекса.

Представление экспериментальных данных
в двойных обратных координатах зависимости
скорости реакции от концентрации DCPIP хо�
рошо описывается линейной зависимостью для
неинактивирующих концентраций NADH, т.е.
ниже 0,2 мM (рис. 1, б), что позволяет легко
провести дальнейший анализ (рис. 1, в, г). Ана�
логичный вид имеют зависимости скорости ре�
акции под действием цинка: линейная зависи�
мость от концентрации DCPIP наблюдается как
при низких (рис. 2, а), так и высоких (рис. 2, б)
концентрациях NADH, в то время как зависи�
мость скорости реакции от концентрации
NADH имеет гиперболический характер при
низких концентрациях цинка, но превращается
в линейную зависимость при высоких (рис. 2, в).

По аналогии с нашей работой по изучению
влияния ионов цинка на оксидазную актив�
ность LADH [21], для объяснения гиперболи�
ческой зависимости, наблюдаемой при восста�
новлении DCPIP под действием NADH, катали�
зируемом LADH, предложена схема реакции,
включающая два цикла. Поскольку DCPIP из�
вестен исключительно как двухэлектронный ак�
цептор [26], мы предполагаем, что только те
формы фермента, в которых FAD восстановлен
полностью, способны восстановить данный
субстрат. Таким образом, комплекс с переносом
заряда будет очень плохим катализатором вос�
становления DCPIP, и мы должны предполо�
жить, что изомеризация фермента в форму с
полностью восстановленным FAD происходит
либо перед связыванием c DCPIP, либо после –
внутри фермент�субстратного комплекса. Вто�
рой вариант механизма наиболее вероятен, пос�
кольку в наших предыдущих работах по предс�
тационарной кинетике наблюдалось прямое об�
разование комплекса с переносом заряда при
восстановлении LADH под действием NADH
[21]. При этом восстановление фермента экви�
молярным количеством NADH в анаэробных
условиях приводило к распределению 1 : 1 меж�
ду комплексом с переносом заряда и формой с
полностью восстановленными тиолами [21].

Для упрощения уравнения скорости  сме�
шанные кажущиеся константы скорости k1 и k3

приписаны стадиям связывания NADH и восста�
новления фермента, и смешанные кажущиеся
константы скорости k2 и k4 для связывания и от�
щепления DCPIP в правом и левом циклах соот�
ветственно, как показано на схеме 1. Константа
равновесия между комплексом с переносом за�
ряда и формой с двумя восстановленными тио�
лами принята равной 1 [21]. Основное различие
между двумя циклами состоит в относительной
скорости восстановления фермента под действи�
ем NADH, с k1 >> k3, и восстановления DCPIP с
k4 >> k2. Уравнение скорости в этом случае выг�
лядит как сумма двух гиперболических функций:

(1)

Вышеприведенное уравнение может быть
реорганизовано (уравнение 2), чтобы показать
вклад отношения констант скорости в результи�
рующую зависимость: 

(2)

Таким образом, график в двойных обратных
координатах должен иметь гиперболический ха�
рактер зависимости по обоим субстратам, что и
наблюдается в эксперименте. То, что гипербо�
лический характер зависимости очень плохо ви�
ден для DCPIP, особенно при высоких концент�
рациях NADH (см. рис. 1, б и рис. 2, б) вполне
ожидаемо, поскольку k1, в меньшей мере, в 5 раз
выше, чем k2 и k3 [21]. С увеличением концент�
рации NADH и предполагая k3 ≈ k4 >> k2, уравне�
ние 2 упрощается до уравнения 3, которое пред�
полагает линейную зависимость от DCPIP при
высоких концентрациях NADH:

(3)

Поэтому значение кажущейся константы
скорости восстановления DCPIP, рассчитанное
из наклона графика зависимости 1/v от
1/[DCPIP] при высоких концентрациях NADH,
будет близко к значению константы скорости
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восстановления четырехэлектронно�восстанов�
ленной формой фермента – k4. Кажущаяся
константа скорости окисления NADH, рассчи�
танная из отрезка на оси ординат, будет равна
k3/2.

Кажущаяся линейность зависимости, пока�
занной на рис. 2, б (r2 = 0,991 ± 0,005), позволяет
проанализировать зависимость отрезка и накло�
на от концентрации NADH (рис. 1, в и г), как об�
суждено выше. Величина отрезка зависит линей�
но от 1/[NADH], в то время как наклон зависит
гиперболически от 1/[NADH]. При очень высо�
ких концентрациях NADH наклон становится
равным кажущейся константе скорости реакции
фермента с DCPIP (k4 = (2,1 ± 0,1)×105 M–1с–1,
см. рис. 1, б и г). Кажущаяся константа скорос�
ти для NADH (k3/2) может быть рассчитана из
наклона вторичного графика (рис. 1, в, kNADH =
= (4,6 ± 0,4)×104M–1с–1). Стационарные данные
по восстановлению DCPIP были получены при
относительно низких концентрациях DCPIP
для уменьшения вклада неферментативного
восстановления, и поэтому, точное определение
k1 и k2 было затруднено. Однако значение k1 из�
вестно для реакции восстановления бензохино�
на, которая протекает как один каталитический
цикл с участием двухэлектронно�восстановлен�
ного фермента (табл. 1) [26].

В присутствии Zn2+ сильная активация наб�
людается как для восстановления DCPIP (рис.
2, а, б), так и для окисления NADH (рис. 2, в).
Как видно из рис. 2, в, при низких ненасыщаю�
щих концентрациях DCPIP Zn2+ ускоряет реак�
цию, увеличивая кажущуюся константу скорос�
ти для окисления NADH до 4×105 M–1с–1. Кон�
центрация полуактивации по Zn2+ составляет

∼1,8 мкM (см. вставки в рис. 2, а и в) в 50 мM
Tris�HCl�буфере,  pH 7,5. При коррекции на хе�
латирование цинка в трисовом буфере данная
концентрация соответствует ∼0,1 мкM свобод�
ного Zn2+ [21, приложение]. Это значение близ�
ко к значению константы ингибирования цин�
ком активности липоамид�дегидрогеназы и ак�
тивации NADH�оксидазы, определенной нами
ранее [21], и подтверждает гипотезу об одинако�
вом молекулярном механизме наблюдаемых эф�
фектов – связывании Zn2+ каталитическими ти�
олами (схема 2).

Ион Zn2+ также ускоряет стадию восстанов�
ления DCPIP. Это действие лучше всего видно
при низких концентрациях NADH (рис. 2, а),
когда фермент функционирует преимуществен�
но в рамках левого цикла на схеме 1. Однако и
при высоких концентрациях NADH, ускорение
в присутствии Zn2+ все еще заметно (рис. 2, б).
Оценка кажущейся константы скорости восста�
новления DCPIP в присутствии насыщающих
концентраций Zn2+ составляет 1,85×105 M–1с–1

(рис. 2, а).
График в двойных обратных координатах при

насыщающей концентрации Zn2+ представляет
собой параллельные прямые линии (рис. 2, г), ха�
рактерные для механизма типа пинг�понг для ре�
акции восстановления DCPIP в присутствии
цинка, и позволяет определить значения констант
скорости для NADH как (8,9 ± 2,0)×105 M–1с–1 и
для DCPIP как (2,2 ± 0,4)×105 M–1с–1. Значение
константы скорости по DCPIP равно таковому
при экстраполяции значения k4 в отсутствие
цинка из рис. 1, г, а значение константы скорос�
ти по NADH близко к таковому для восстанов�
ления бензохинона [26].
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Предстационарная кинетика восстановления
DCPIP в отсутствие и в присутствии Zn2+. Уско�
рение под действием ионов цинка хорошо вид�
но при сравнении кинетических кривых взаи�
модействия различных восстановленных форм
LADH с DCPIP (рис. 3, а). В случае восстанов�
ления DCPIP, Zn�связанный фермент ведет себя
идентично четырехэлектронно�восстановлен�
ной LADH (LADH�4e), в то время как двух�
электронно�восстановленная LADH (LADH�2e)
приблизительно в 20 раз менее активна по отно�
шению к DCPIP (рис. 3, б, табл. 1). Намного
меньшая активность двухэлектронно�восста�
новленного фермента по отношению к DCPIP
(т.е. k2 << k4, k

Zn
DCPIP) может проистекать из допол�

нительной стадии внутримолекулярного пере�
носа электрона в цикле 1, которая отсутствует в
циклах 2 и 3 на схеме 2.

Отрезок на оси ординат зависимости кажу�
щейся константы скорости от концентрации
субстрата соответствует константе скорости
диссоциации DCPIP из комплекса с ферментом
(рис. 3, б), что позволяет рассчитать константу
связывания DCPIP с ферментом, принимая во
внимание величину константы скорости ассо�
циации, определенную из наклона зависимости.
Константы связывания субстрата для Zn2+�свя�
занной и несвязанной двухэлектронно�восста�
новленной формы фермента равны в пределах
ошибки измерения (3,5 ± 0,6 мкМ). Это значе�
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Рис. 2. Влияние цинка на стационарную кинетику восстановления DCPIP под действием NADH. Влияние 0–20 мкM Zn2+

на скорость окисления NADH при варьируемых [DCPIP] и фиксированной [NADH], равной а – 20 мкM и б – 240 мкM.
Вставка в рис. 2, а показывает зависимость кажущейся константы восстановления DCPIP от Zn2+; в – влияние Zn2+ на
скорость восстановления 12,5 мкM DCPIP при различных концентрациях NADH. Вставка показывает зависимость кажу�
щейся константы окисления NADH от Zn2+; г –  зависимость скорости восстановления DCPIP от NADH при варьирова�
нии концентрации обоих субстратов в присутствии 20 мкM Zn2+. Каждая панель соответствует независимому репрезента�
тивному эксперименту. Условия реакций аналогичны представленным на рис. 1, за исключением концентрации LADH,
равной 30 нM
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ние соответствует ранее определенной констан�
те связывания [25], хотя авторы и постулирова�
ли образование тройного комплекса для восста�
новления DCPIP. Значение константы скорос�
ти, определенное методом остановленной
струи, для стадии восстановления DCPIP Zn�
связанным ферментом (табл. 1) соответствует
таковому, определенному из стационарной ки�
нетики реакции, и подтверждает предложенный
механизм на схемах 1 и 2.

Степень экспериментально наблюдаемой
стимуляции в стационарной реакции в присут�
ствии насыщающих концентраций Zn2+ варьи�
рует от 2–2,5 раз при низких концентрациях
DCPIP (потому что скорость�лимитирующая
стадия изменяется с k3 на kZn

DCPIP ≈ k4) до 4–5 раз
при низких концентрациях NADH (поскольку

скорость�лимитирующая стадия меняется с k2

на kZn
DCPIP ≈ k4). Принимая равными значения

констант скорости восстановления DCPIP че�
тырехэлектронно�восстановленной и восста�
новленной Zn�связанной формой – k4 ≈ kZn

DCPIP, и
констант скорости окисления NADH окислен�
ным нативным ферментом и Zn�связанным
ферментом – k1 ≈ kZn

NADH, уравнения для стацио�
нарной скорости реакции в присутствии Zn2+

может быть записано как:

(4)

Таким образом, степень ускорения реакции в
стационарных условиях под действием Zn2+ оп�
ределяется соотношением смешанных констант
скорости k1, k2, k3, k4 и диапазоном концентра�
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Рис. 3. Кинетика восстановления 5 мкM DCPIP тремя формами LADH. Приготовление соответствующих форм восста�
новленной LADH описано в разделе «Материалы и методы». а – Оригинальные кривые; б – определение констант ско�
рости восстановления DCPIP двухэлектронно�восстановленной формой (LADH�2e) (черный кружок) и Zn�связанной
формой (Zn�LADH�2e) (светлый кружок). Каждая точка соответствует индивидуальному «выстрелу». Константы скорос�
ти определены из наклонов. Условия реакции: 1 мкM LADH и 1,5 мкM NADH в 50 мM Tris�HCl буфере, pH 7,5, 22 °C
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Таблица 1. Константы скорости диафоразной реакции, представленной на схеме 2

Значения констант скорости, М−1·с−1

Обозначения констант скорости

NADH и окисленная LADH, k1

NADH и 2e�восстановленная LADH, k3

NADH и Zn�LADH, k Zn
NADH

DCPIP и 2e�восстановленная LADH, k2

DCPIP и 4e�восстановленная LADH, k4

DCPIP и восстановленная Zn�LADH, k Zn
DCPIP

предстационар

н.о.

н.о.

н.о.

(6,5 ± 1,5) × 103

(9 ± 2) × 104

(1,6 ± 0,5) × 105

стационарная кинетика

(0,92 ± 0,10) × 106*

(0,92 ± 0,10) × 105

(0,9 ± 0,2) × 106

н.о.

(2,1 ± 0,1) × 105

(2,2  ± 0,4) × 105

Примечание. * k1 определена в реакции восстановления бензохинона [26].
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ций субстратов в отдельном эксперименте
(уравнение 4). Последствия этого для каталити�
ческого поведения LADH и близких к ней фер�
ментов обсуждаются далее.

Отсутствие стимулирования Zn2+ в реакции
восстановления бензохинона LADH и в реакциях,
катализируемых тиоредоксинFредуктазой E. coli.
Каталитический дисульфид, присутствующий во
всех FAD�тиол оксидоредуктазах, включающих
LADH, глутатион�редуктазу и тиоредоксин�ре�
дуктазу, усложняет механизм диафоразной реак�
ции вследствие существования двух� и четы�
рехэлектронно�восстановленных форм фермен�
тов. Как показано выше, Zn2+ переключает меха�
низм фермента с двух циклов на один�един�
ственный каталитический цикл, предотвращая
перенос электронов между двумя реакционными
центрами. Стимулирование в присутствии Zn2+

не будет наблюдаться, если фермент в отсутствие
Zn2+ функционирует лишь в рамках одного из
циклов, т.е. либо в правом, либо в левом цикле
на схеме 1. Если k2 ≥ k1 > k3 (т.е. скорость�лими�
тирующая стадия представляет собой двухэлект�
ронное восстановление фермента NADH), тогда
фермент осциллирует между окисленной и дву�
хэлектронно�восстановленной формами. Это
условие выполняется для восстановления бензо�
хинона, где kNADH =  9,2×105 M–1с–1 < kBQ =
= 1,3×106 M–1с–1 [26]. В этом случае связывание
Zn2+ каталитическими тиолами не должно ока�
зывать влияния на измеряемую скорость реак�
ции. Экспериментальные данные, показанные
на рис. 4, а, подтверждают этот вывод – добавле�
ние Zn2+ не влияет на скорость восстановления
бензохинона (kBQ ≈ kZn

BQ ≈ 1,5×106 M–1с–1).

Если k3 ≥ k1 > k2, то фермент осциллирует
между двух� и четырехэлектронно�восстанов�
ленной формой, т.е. с полностью восстановлен�
ным FAD. Такой сценарий никогда не реализу�
ется для LADH, глутатион и тиоредоксин редук�
таз млекопитающих, которые образуют стабиль�
ные комплексы с переносом заряда, где один из
электронов находится в совместном владении
FAD и каталитического тиола [21, 27]. А вот ти�
оредоксин редуктаза E. coli, напротив, не обра�
зует комплекса с переносом заряда и поэтому
работает в каталитическом цикле с полностью
восстановленным FAD [28–30]. Как и ожида�
лось, в таком случае добавление Zn2+ не влияет
на активность тиоредоксин редуктазы E. coli
(рис. 4, б).

Различие эффектов Zn2+ при восстановлении
одноF и двухэлектронных субстратов. Как пред�
полагалось выше, более низкая активность
двухэлектронно�восстановленного фермента по
отношению к DCPIP (k2 << k4, k

Zn
DCPIP) может яв�

ляться следствием скорость�лимитирующего
внутримолекулярного переноса электронов (см.
цикл 1 схемы 2), который предоставляет второй
электрон для обязательного двухэлектронного
восстановления DCPIP [31]. Если такое предпо�
ложение верно, то замена DCPIP на одноэлект�
ронный акцептор уберет различия между k2 и
k Zn

DCPIP. 
Это именно тот случай, когда восстанавли�

вается одноэлектронный акцептор – феррициа�
нид – под действием NADH: Zn2+ явно влияет
на стадию окисления NADH, как видно из
уменьшения отрезка с увеличением концентра�
ции Zn2+ на рис. 5, а, но практически не влияет
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Рис. 4. Отсутствие ускорения реакции под действием Zn2+ в реакции восстановления (а) бензохинона 20 мкM NADH,
катализируемой 50 нM LADH; (б) DCPIP 20 мкM NADPH, катализируемой 0,2 мкM тиоредоксин редуктазой E. coli.
а – Черный кружок – без Zn2+, светлый кружок –  в присутствии 1 мкM Zn2+, черный треугольник – 2 мкM Zn2+;
б – черный кружок – без Zn2+, светлый кружок – 5 мкM Zn2+. Кажущиеся константы скорости, определенные из накло�
нов: (а) 1,5×106 M–1с–1 и (б) 1,0×104 M–1с–1
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на стадию восстановления феррицианида, по�
скольку наклон не изменяется (p = 0,063). Кажу�
щаяся константа скорости для восстановления
феррицианида – (2,5 ± 0,2)×105 M–1с–1 – такая
же, как и ранее определенная Vienozinskis et al.
[26].

Поскольку k1 >> k3 в случае LADH из сердца
свиньи, Ур.4 может быть упрощено до:

(5)

При равных константах восстановления ак�
цептора электронов двух� и четырехэлектронно�
восстановленными формами LADH (k2 ≈ k4 <<
<< k1) и сопоставимых концентрациях NADH и
субстрата, ускорение под действием Zn2+ будет
наблюдаться только при варьировании концен�
трации NADH:

(6)

Данная модель предсказывает увеличение
кажущейся константы скорости стадии восста�

новления субстрата под действием Zn2+ только
если имеется значительное различие в констан�
тах скорости восстановления субстрата двух� и
четырехэлектронно�восстановленными форма�
ми LADH (k2 << k4 в схеме 1). Максимальный эф�
фект на стадию восстановления субстрата при
добавлении Zn2+ будет наблюдаться при низких
концентрациях NADH, удовлетворяющих усло�
вию k3[NADH] ≤ k2[S], где в отсутствие цинка ста�
ционарной формой фермента является его двух�
электронно�восстановленная форма:

(7)

В этом случае добавление цинка в концент�
рации, равной KZn, увеличит кажущуюся конс�
танту скорости для акцептора электронов с
(1/k4 + 1/k2) до 1/k4. Для наглядности влияния
Zn2+ на стадии восстановления субстрата, нак�
лоны на рис. 5 рассматриваются только для не�
высоких концентраций NADH.

Еще два субстрата были исследованы на
предмет проверки предположения, что Zn2+ ус�
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Рис. 5. Влияние Zn2+ на восстановление различных электрон�акцепторных субстратов 20 μM NADH при катализе LADH.
а – Феррицианид, 0,15 мкM LADH; б – убихинон, 0,20 мкM LADH; в – дурохинон, 0,18 мкM LADH
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коряет восстановления только двухэлектронных
акцепторов. Влияние Zn2+ на скорость стадии
восстановления убихинона (рис. 5, б) такое же,
как и на восстановление феррицианида (рис. 5,
а), в то время как влияние цинка на восстановле�
ние дурохинона (рис. 5, в) такое же, как и для
DCPIP (рис. 2, а). Константы скорости стадии
восстановления дурохинона и убихинона Zn2+�
связанным двухэлектронно�восстановленным
ферментом одинаковы в пределах ошибки изме�
рения и равны (2,4 ± 0,2)×104 M–1с–1. Однако ус�
корение в стационарных условиях для убихино�
на несильное и различие в наклонах не достига�
ет статистической значимости (p = 0,065), в от�
личие от индуцированного Zn2+ ускорения для
дурохинона, которое статистически значимо
(p = 0,0003) и составляет 2–3 раза, как наблюда�
лось ранее и для DCPIP. Такое различие между
субстратами соответствует предложенной моде�
ли, а именно – убихинон может выступать как
одно�, так и двухэлектронный акцептор, в то
время как дурохинон является исключительно
двухэлектронным акцептором (стандартный по�
тенциал восстановления дурохинона в семихи�
нон составляет –240 мВ, а для семихинона в ду�
рогидрохинон – +350 мВ, что делает двухэлект�
ронное восстановление предпочтительным). Та�
ким образом, цинк увеличивает константу ско�
рости восстановления двухэлектронных акцеп�
торов, поскольку двухэлектронно�восстанов�
ленный Zn2+�связанный фермент содержит
FADH2.

ОБСУЖДЕНИЕ

Данная работа в совокупности с предыду�
щей публикацией [21] ясно указывает на
действие Zn2+ как дифференциального регуля�
тора дегидрогеназной и диафоразной активнос�
тей LADH. За счет координации восстановлен�

ных цистеинов активного центра Zn2+ переклю�
чает фермент из режима дегидрогеназы в диа�
форазу и избирательно активирует восстановле�
ние исключительно двухэлектронных субстра�
тов�акцепторов. Это переключение происходит
в интервале физиологических концентраций
Zn2+.

Величина эффекта Zn2+ на стадию восста�
новления субстрата определяется отношением
k2/k4, которое оказывается зависящим от того,
является ли субстрат одно� или двухэлектрон�
ным акцептором (см. табл. 2). Феррицианид из�
вестен исключительно как одноэлектронный
акцептор, в то время как большинство хинонов
может выступать в обоих качествах [26]. Дан�
ные, представленные здесь, согласуются с рас�
смотрением DCPIP и дурохинона как двух�
электронных акцепторов, в отличие от одноэлек�
тронных феррицианида и убихинона. Бензохи�
нон также может выступать как одноэлектрон�
ный акцептор, что объясняет отсутствие уско�
рения вод воздействием Zn2+. Однако отсут�
ствие ускорения стадии окисления NADH зас�
тавляет предполагать, что основным фактором
при восстановлении бензохинона является со�
отношение констант скорости k2 ≥ k1 > k3 (т.е.
лимитирующей скоростью является двухэлект�
ронное восстановление фермента под действи�
ем NADH).

Вывод о том, что двухэлектронно�восстанов�
ленный фермент в отсутствие Zn2+ является
плохим двухэлектронным донором в сравнении
с четырехэлектронно�восстановленным фер�
ментом (LADH�4e) или восстановленным Zn�
связанным ферментом (Zn�LADH�2e), напря�
мую подтверждается значениями констант ско�
рости, определенными методом остановленной
струи (рис. 3 и табл. 1). Таким образом, можно
спекулировать на тему переключения фермента
под действием Zn2+ из одноэлектронной в
двухэлектронную редуктазу. Среди семейства
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Таблица 2. Влияние цинка на элементарные стадии диафоразной реакции для различных акцепторных субстратов

Ускорение цинком стадииСубстрат�
акцептор

Бензохинон

Феррицианид

Убихинон

Дурохинон

DCPIP

DCPIP

Фермент

LADH

LADH

LADH

LADH

LADH

E. coli TRR

Соотношение
констант скорости

k2 
 k1

k2 ≅ k4 < k1

k2 ≅ k4 < k1

k2 < k4 < k1

k2 < k4 < k1

k3 
 k1

Число
принимаемых

электронов

1

1

1 или 2

2

2

2

восстановления субстрата

нет

нет

нет

да

да

нет

окисления NADH

нет

да

да

да

да

нет
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FAD�дитиол оксидоредуктаз эффект переклю�
чения будет наиболее сильным для ферментов, у
которых разница редокс�потенциалов двух� и
четырехэлектронно�восстановленных форм
фермента наиболее велика.

Характер влияния Zn2+ на кинетику восста�
новления феррицианида и убихинона, катали�
зируемого LADH, напоминает его влияние на
катализируемую LADH реакцию восстановле�
ния кислорода [21]. В частности, отсутствие из�
менений в наклоне прямых в двойных обратных
координатах 1/v – 1/[O2] в присутствии насы�
щающей концентрации цинка привело к зак�
лючению о равных константах скорости взаи�
модействия двух� и четырехэлектронно�восста�
новленного фермента с кислородом (k2 и k4)
[21]. Однако такое заключение не означает, что
продукты этих реакций одинаковы. Кислород
может выступать и как одно�, и как двухэлект�
ронный акцептор, образуя соответственно су�
пероксид�радикал и пероксид водорода. Мож�
но предположить, что восстановление кислоро�
да комплексом с переносом заряда приведет к
образованию значительно бóльших количеств
супероксида, чем сообщалось ранее [21, 32]. В
этой связи необходимо проведение дополни�
тельных исследований по влиянию цинка на
соотношение продуктов восстановления кисло�
рода. Связывание цинка LADH может иметь
физиологически значимый эффект, переклю�
чая с производства супероксида на пероксид
водорода.

Предполагается, что внутриклеточная кон�
центрация Zn2+ важна для поддержания митохон�
дриального обмена между пулами восстанов�
ленных нуклеотидов (NAD(P)H) и тиолов
(LADH, тиоредоксин и глутатион редуктазные
активности) [21,33]. По�видимому, изменяя
внутриклеточную концентрацию Zn2+ можно
изменить соотношение одно� и двухэлектрон�
ных продуктов восстановления. Цинк сильно
активирует восстановление убихинона до уби�
хинола, катализируемое липоамид�дегидроге�
назой и глутатион�редуктазой, но ингибирует
селено�содержащую тиоредоксин�редуктазу
[34]. Продукты одноэлектронного восстановле�
ния под действием LADH – такие как семихи�
ноны и супероксид�радикал – высокореактив�
ные и потенциально опасные соединения, по�
этому цинк может играть защитную роль, спо�
собствуя образованию двухэлектронных про�
дуктов восстановления, таких как гидрохиноны
или H2O2, которые в гораздо меньшей степени
повреждают клеточные структуры.

Двойственная роль цинка в повреждении
тканей при ишемии�реперфузии широко об�

суждается [35–37], поскольку недавно сообща�
лось о его нейропротекторной роли как медика�
мента [38, 39]. Очевидно, что превентивное
действие цинка может быть связано с активаци�
ей антиоксидантной (запускаемой Nrf2) и ани�
гипоксической генетическими программами
(стабилизация HIF за счет ингибирования цин�
ком негативного регулятора стабильности
HIF – HIF пролилгидроксилазы [40]), однако
эти механизмы не могут объяснить положи�
тельные эффекты администрации высоких доз
цинка после инсульта. Количество связанного
цинка в клетках млекопитающих составляет по�
рядка 200–300 мкM [41], тогда как свободного
цинка в матриксе митохондрий клеточной ли�
нии PC12 определяется всего 0,2 нМ с по�
мощью рациометрической флуресцентной про�
бы [42]. Переключение активностей, описанное
в данной работе, происходит с кажущейся
константой ингибирования цинком, равной
2 мкM в присутствии Tris�буфера, что с поправ�
кой на хелатирование составляет порядка
100 нM свободного цинка (в соответствии с
расчетами, приведенными в [21]). Выход сво�
бодного цинка при окислительном стрессе,
приводящем к окислению тиолов белков, вклю�
чая «хранилища» цинка – металлотионеины,
может легко достичь субмикромолярного уров�
ня, достаточного для превращения LADH в диа�
форазу. LADH является модельным ферментом
для семейства флавин�дитиол� NAD(P)H�зави�
симых оксидоредуктаз, таких как глутатион� и
тиоредоксин�редуктазы. Наблюдения, приве�
денные в данной статье, указывают на возмож�
ную роль цинка в механизме выживания клетки
за счет его координации тиолами активного
центра данных ферментов, переключая диафо�
разную активность этих ферментов из одно�
электронного в двухэлектронный режим вос�
становления. 
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Elevation of intracellular Zn2+ following ischemia contributes to cell death by affecting mitochondrial function. Zn2+

is a differential regulator of the mitochondrial enzyme lipoamide dehydrogenase (LADH) at physiological concen�
trations (Ka = 0.1 μM free zinc), inhibiting lipoamide and accelerating NADH dehydrogenase activities. These dif�
ferential effects have been attributed to coordination of Zn2+ by LADH active�site cysteines. A detailed kinetic mech�
anism has now been developed for the diaphorase (NADH�dehydrogenase) reaction catalyzed by pig heart LADH
using 2,6�dichlorophenol�indophenol (DCPIP) as a model quinone electron acceptor. Anaerobic stopped�flow
experiments show that two�electron reduced LADH is 15�25�fold less active towards DCPIP reduction than four�
electron reduced enzyme, or Zn2+�modified reduced LADH (the corresponding values of the rate constants are
(6.5 ± 1.5) × 103 M–1·s–1, (9 ± 2) × 104 M–1·s–1, and (1.6 ± 0.5) × 105 M–1·s–1, respectively). Steady�state kinetic stud�
ies with different diaphorase substrates show that Zn2+ accelerates reaction rates exclusively for two�electron accep�
tors (duroquinone, DCPIP), but not for one�electron acceptors (benzoquinone, ubiquinone, ferricyanide). This
implies that the two�electron reduced form of LADH, prevalent at low NADH levels, is a poor two�electron donor
compared to the four�electron reduced or Zn2+�modified reduced LADH forms. These data suggest that zinc binding
to the active�site thiols switches the enzyme from one� to two�electron donor mode. This zinc�activated switch has
the potential to alter the ratio of superoxide and H2O2 generated by the LADH oxidase activity.

Keywords: ubiquinone, 2,6�dichlorophenol indophenol, duroquinone, ferricyanide, enzyme kinetics, dehydrolipoyl
dehydrogenase
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В отличие от представленной во всех тканях животных 2�оксоглутаратдегидрогеназы (ОГДГ, ген OGDH), на�
личие в тканях ее изофермента – 2�оксоадипатдегидрогеназы (ОАДГ, ген DHTKD1) – зависит от многих
факторов, и фенотип при мутациях DHTKD1 выражен редко. Поскольку оба изофермента катализируют
превращения как 2�оксоглутарата, так и 2�оксоадипата, физиологическая роль ОАДГ не очевидна. По ана�
логии с другими представителями семейства дегидрогеназ 2�оксокислот считают, что ОАДГ является ком�
понентом полиферментного комплекса, катализирующего окислительное декарбоксилирование 2�оксо�
адипата. Целью настоящего исследования являлась молекулярная характеристика ОАДГ животных тканей.
Филогенетический анализ дегидрогеназ 2�оксокислот обнаружил ОАДГ лишь у животных и слизевика
Dictyostelium discoideum в составе общей с бактериальными ОГДГ ветви. Исследование частично очищенной
из животных тканей ОАДГ методами иммуноблоттинга и масс�спектрометрии показало, что фермент
представлен двумя изоформами с мол. массами ∼130 и 70 кДа. Эти изоформы не детектируются при полу�
чении ОАДГ человека в бактериальной или дрожжевой системах экспрессии, где молекулярная масса ОАДГ
соответствует ожидаемой (∼100 кДа). Таким образом, обнаруженные изоформы ОАДГ могут быть продукта�
ми специфической для животных регуляции экспрессии DHTKD1 и/или посттрансляционных модифика�
ций фермента. Положение идентифицированных пептидов ОАДГ в структуре белка свидетельствует о том,
что у изоформы 70 кДа отсутствует N�концевой фрагмент, но сохранен активный центр. Поскольку N�кон�
цевой домен ОГДГ необходим для формирования полиферментного комплекса, можно предположить, что
изоформа ОАДГ 70 кДа катализирует неокислительные превращения дикарбоновых 2�оксокислот, которые
не требуют полиферментной структуры. В этом случае соотношение охарактеризованных изоформ ОАДГ в
тканях животных может отражать соотношение окислительного и неокислительного декарбоксилирования
2�оксоадипата, катализируемого ОАДГ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: DHTKD1, OGDH, изофермент 2�оксоглутаратдегидрогеназы, изоформы 2�оксоади�
патдегидрогеназы, карболигаза, посттрансляционные модификации.
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ИЗОФОРМЫ 2�ОКСОАДИПАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ ЖИВОТНЫХ

ВВЕДЕНИЕ

Продукт гена DHTKD1 2�оксоадипатдегид�
рогеназа (ОАДГ) является одним из белков, ко�
торый был обнаружен путем автоматической
аннотации геномов животных. По сумме иден�
тичных аминокислот и консервативных замен
последовательность ОАДГ имеет 56% сходство с
кодируемой геном OGDH 2�оксоглутаратдегид�
рогеназой (ОГДГ) [1] – ключевым ферментом
цикла трикарбоновых кислот. При этом оба
фермента катализируют превращения дикарбо�
новых 2�оксокислот 2�оксоглутарата и 2�оксо�
адипата, хоть и с разной эффективностью [2–4].
Структурное и функциональное сходство позво�
ляет рассматривать ОАДГ и ОГДГ как изофер�
менты. Энзимологические исследования реком�
бинантной ОАДГ [5] показали, что в составе 2�
оксоадипатдегидрогеназного полиферментного
комплекса (ОАДК), собранного in vitro из проду�
цируемых в бактериальной системе компонен�
тов, ОАДГ катализирует аналогичную ОГДГ ре�
акцию окислительного декарбоксилирования 2�
оксоадипата (реакция 1):

(1)

Однако проявления мутаций гена DHTKD1 у
человека, как и накопление 2�оксо� и 2�амино�
адипата – промежуточных соединений катабо�
лизма лизина и триптофана – при таких мутаци�
ях [6, 7], принципиально отличаются от послед�
ствий мутаций OGDH, которые несовместимы с
жизнью [8], вследствие тяжелых нарушений
функции ЦНС [9]. Полученные при исследова�
нии мутантов данные указывают на отсутствие
взаимозаменяемости ОАДГ и ОГДГ на уровне
организма, несмотря на сходство их каталити�
ческих функций. Таким образом, in vivo функ�
ции ОАДГ и ОГДГ отличаются значительно
сильнее, чем in vitro.

Изучение физиологического значения ката�
лизируемой ОАДГ реакции окислительного де�
карбоксилирования 2�оксоадипата – общего
интермедиата катаболизма лизина и триптофа�
на – затруднено ввиду того, что эти метаболи�
ческие пути мало изучены и в разной степени
выражены в разных типах клеток и тканей.
Кроме того, значительная вариабельность
экспрессии DHTKD1 как в разных органах и
тканях одного организма, так и на уровне попу�
ляции, приводит к отсутствию четко выражен�
ного фенотипа при мутациях этого гена. Подав�
ление синтеза ОАДГ в клетках нарушает биоге�

нез и энергетический метаболизм митохондрий
[10], а на уровне организма изменения экспрес�
сии DHTKD1 ассоциированы с развитием сис�
темных патологий обмена глюкозы, таких как
диабет и ожирение [11–13]. Накопление 2�ок�
со� и 2�аминоадипата вследствие мутаций
функционально важных остатков ассоциирова�
но с нервно�мышечными патологиями [6, 7,
14]. С другой стороны, 2�аминоадипат показал
нейропротекторное действие в моделях болезни
Паркинсона [15], что свидетельствует о неод�
нозначности (пато)физиологической роли ка�
тализируемой ОАДГ реакции. Таким образом,
исследования ОАДГ весьма актуальны как с
фундаментальной, так и медицинской точки
зрения.

В данной работе охарактеризованы струк�
турные особенности ОАДГ, которые  лежат в ос�
нове физиологически значимой регуляции
функций фермента в тканях животных. Показа�
ны отличия мол. массы ОАДГ, существующей в
тканях крысы, от массы, рассчитанной по пер�
вичной структуре и свойственной рекомбинант�
ному белку, синтезируемому в бактериальной
или дрожжевой системах экспрессии гена
DHTKD1 человека. Это свидетельствует о суще�
ствовании альтернативных белковых продуктов
гена DHTKD1 и/или их посттрансляционных
модификаций, которые отсутствуют у рекомби�
нантной ОАДГ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все использованные реактивы
были наивысшей доступной чистоты. Реактивы
приобретали у следующих производителей: по�
лиэтиленгликоль�6000, ЭДТА, PMSF – «Serva»
(Германия), коктейль ингибиторов протеаз –
«Roche» (Швейцария),  метанол – «Merck» (Гер�
мания), Triton�X100, KH2PO4, NaCl – «Panreac»,
(Испания), глицерол, сахароза – «Biomedicals,
LLC» (США), MgCl2, CaCl2 – «ДИА�М» (Рос�
сия), MOPS – «Хеликон» (Россия), дрожжевой
экстракт – «Fluka» (США), Tripton – «GeneSpin»
(Италия), глюкоза – «VWR» (США), остальные
органические соединения – «Sigma» (США).

Животные. Для получения гомогенатов тка�
ней крыс использовали белых крыс�самцов ли�
нии Wistar массой 300–350 г, содержавшихся на
стандартном рационе в виварии биологическо�
го факультета МГУ им. М.В. Ломоносова. Жи�
вотные имели постоянный доступ к воде и пи�
ще и находились при световом цикле 12/12 ч
(световая фаза с 9:00 до 21:00 по местному вре�
мени), температуре (21 ± 2) °C и относительной
влажности воздуха (53 ± 5)%. Крыс умерщвля�
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ли методом декапитации с помощью гильоти�
ны.

Приготовление гомогенатов и обогащенных
ОАДК фракций из тканей крысы. Гомогенаты
тканей крыс готовили по опубликованному ра�
нее протоколу [16]. Препараты сердца, печени и
мозга, обогащенные ОАДК, получали согласно
опубликованной методике [3].

Экспрессия DHTKD1 в бактериальной систе�
ме. кДНК гена DHTKD1 была встроена в вектор
pET28 для экспрессии в клетках E. coli
BL21(DE3) по стандартному протоколу [17].
Клетки осаждали центрифугированием в тече�
ние 5 мин при 2550 g и замораживали при –20
°С. Лизат бактерий получали путем инкубации
ресуспендированных клеточных осадков с лизо�
цимом и разрушения мембран ультразвуком. Ре�
комбинантный белок с дополнительным гекса�
гистидиновым пептидом на С�конце был очи�
щен из бактериального лизата на гранулах Ni�
NTA агарозы с использованием 50 мM KH2PO4,
pH 8,0, содержащем 300 мM KCl с 300 мМ ими�
дазолом.

Экспрессия DHTKD1 в дрожжевой системе.
Вектор pIB2, содержащий кДНК гена DHTKD1
под GAP�промотором, линеаризовали с по�
мощью рестриктазы SalI и использовали для
трансформации компетентных клеток Pichia
pastoris GS115 (his4) путем электропорации по
описанному протоколу [18]. Дрожжи растили в
стерильной среде YPD c 2%�ной глюкозой в те�
чение ∼48 ч при температуре 28 °С и перемеши�
вании, затем осаждали и замораживали. Клетки
лизировали с помощью стеклянных бусин с до�
бавлением ДНКазы 1 и РНКазы. Очистку ОАДГ
с гексагистидиновым пептидом на С�конце про�
водили на колонке Ni�NTA Superflow 1 ml
Cartridge («Qiagen», Германия), уравновешенной
буфером 50 мM KH2PO4, pH 8,0, 300 мM KCl.
Элюцию ОАДГ с колонки проводили тем же бу�
фером с градиентным увеличением концентра�
ции имидазола с 30 мМ до 300 мМ на хроматог�
рафической системе ÄKTA Prime («GE
Healthcare», США).

Ds�Na�ПААГ электрофорез и иммуноблоттинг.
К образцам добавляли солюбилизирующий бу�
фер (250 мМ Тris�НCl, 8%�ный Ds�Na, 40%�ный
(v/v) глицерин, 20%�ный β�меркаптоэтанол и
0,04%�ный бромфеноловый синий, рН 6,8) в со�
отношении 3 : 1. Образцы кипятили в течение
5 мин и остужали до комнатной температуры
перед нанесением. 

Для детекции ОАДГ методом иммуноблот�
тинга использовали стандартный протокол и
антитела мыши к ОАДГ #H00055526�B01P
(1:500, «Abnova», Тайвань). В качестве вторич�
ных антител использовали антитела, конъюги�

рованные с пероксидазой хрена («Boehringer
Mannheim GmbH», Германия) со свежеприго�
товленным хемилюминесцентным субстратом
(10 мг 3�амино�9�этил�карбазола растворяли в
25 мл 50 мМ CH3COONa, pH 5,0, содержащем
5%�ный диметилформамид, и смешивали с
30%�ной перекисью водорода в соотношении 1 :
2000) или P�GAM Iss (1:1000 «Имтек», Россия) с
набором субстратов ECL («Bio�Rad», США).
Фотографии полос были получены с помощью
гель�документирующей системы ChemiDoc MP
(«Bio�Rad»).

Мол. массу белковых полос, реагирующих с
антителами на ОАДГ, определяли из линейной
зависимости логарифма мол. массы белка от его
подвижности в геле, используя калибровочный
график, построенный для белков�маркеров
Unstained Protein Standards («Bio�Rad»).

Идентификация пептидов ОАДГ в тканях кры�
сы. Идентификацию белков в полосах, соответ�
ствующих мол. массам 130 ± 10 кДа и 70 ± 5 кДа
на гелях после Ds�Na�ПААГ электрофореза
проводили методом тандемной масс�спектро�
метрии (LC�MS/MS) после трипсинолиза как
описано ранее [19]. Белки крысы идентифици�
ровали с использованием последовательностей
из базы данных SwissProt для крысы.

Построение филогенетического дерева семей�
ства дегидрогеназ 2�оксокислот. Для построения
филогенетического дерева был проведен поиск
гомологов последовательности ОАДГ крысы
(идентификатор UniProt Q4KLP0) с помощью
сервиса BLASTP [20] по базам данных Swiss�Prot
и RefSeq с параметрами поиска, выставленными
по умолчанию, за исключением порога E�value
10–3 и размера слова 2. При этом исключали
последовательности, полученные автоматичес�
кой трансляцией ДНК (префикс XM_/XP_), и
неуникальные последовательности (префикс
WP_). Результаты поиска по двум базам данных
скачивали в виде последовательностей в форма�
те fasta, исключая повторяющиеся находки.
Строили их множественное выравнивание с по�
мощью алгоритма Muscle в программе MEGA X
[21]. Результат выравнивания визуализировали в
виде филогенетического дерева, построенного
методом объединения соседей (Neighbour�join�
ing).

Моделирование. Для предсказания трехмер�
ной структуры мономера ОАДГ млекопитающих
использовали аминокислотную последователь�
ность белка крысы, доступную в базе UniProt по
идентификатору Q4KLP0 (DHTK1_RAT). С
учетом результатов нашего филогенетического
анализа о близости ОАДГ к бактериальным
ОГДГ, для построения модели ОАДГ была выб�
рана разрешенная пространственная структура
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холофермента микобактериальной ОГДГ (иден�
тификатор RSCB PDB 2XT6). Модель была
построена с помощью сервера I�TASSER [22].
Для визуализации структуры белка использова�
ли программу PyMOL 2.0.4. (Schrödinger, Inc.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Филогенетический анализ возникновения бел�
ка ОАДГ. На рис. 1 представлено филогенети�
ческое дерево дегидрогеназ 2�оксокислот, из ко�
торого видно, что отделение кодируемой геном
DHTKD1 ОАДГ от ветви ОГДГ произошло в хо�
де ранней эволюции многоклеточных эукариот.
В настоящее время кодируемая геном DHTKD1
ОАДГ аннотирована лишь у животных и слизе�
вика Dictyostelium discoideum (рис. 1). Отсюда
можно заключить, что ОАДГ возникла у орга�
низмов, перешедших на питание другими орга�
низмами и в связи с этим утративших способ�
ность к биосинтезу ряда необходимых для мета�
болизма соединений. В частности, в ходе эволю�
ции как животные, так и Dictyostelium независи�
мо утратили способность синтезировать лизин и
триптофан [23], в катаболизме которых участву�
ет ОАДГ.

Другим интересным результатом проведен�
ного филогенетического анализа является обна�
руженная близость эукариотического белка
ОАДГ к бактериальным ОГДГ (рис. 1), с кото�
рыми ОАДГ эукариот образует один кластер. Та�
кое структурное сходство может свидетельство�
вать об эволюционной потребности в сохране�
нии некоторых функций и свойств бактериаль�
ных ОГДГ, утраченных эукариотическими ОГДГ
вследствие их специализации. В частности, по
сравнению с бактериальными комплексами, эу�
кариотические используют дополнительные бе�
лок�белковые взаимодействия при самосборке
полиферментных комплексов и характеризуют�
ся усилением селективности превращений 2�ок�
со субстрата [24].

Таким образом, отделение ОАДГ от ее гомо�
лога ОГДГ, по�видимому, отражает процесс раз�
деления функций ОГДГ и ОАДГ в ходе эволю�
ции и необходимость независимой от ОГДГ ре�
гуляции функции ОАДГ.

Изоформы ОАДГ в тканях крыс. Анализ го�
могенатов тканей крыс методом иммуноблот�
тинга показал, что специфичные по отношению
к ОАДГ антитела реагируют с двумя белковыми
полосами (рис. 2, а). Кажущиеся молекулярные
массы данных белковых полос были определены
усреднением результатов анализа 25 образцов в
пяти независимых экспериментах и составили
127 ± 2 кДа и 69 ± 1 кДа. При этом в некоторых

случаях низкомолекулярная полоса была предс�
тавлена двумя близкорасположенными полоса�
ми, характерными для белков, образующих
внутримолекулярные дисульфидные связи [25].
С учетом ошибки определения для простоты из�
ложения массы изоформ округлены до 130 и
70 кДа. Ни одна из данных полос не соответ�
ствует 100 кДа – массе нативной ОАДГ, рассчи�
танной на основе аминокислотной последова�
тельности белка без пептида митохондриальной
локализации, вес которого составляет 2,5 кДа.
При этом высокомолекулярная полоса 130 кДа
обнаруживалась, в основном, в печени (рис 2, а),
где уровень экспрессии DHTKD1 и представлен�
ность ОАДГ максимальны по сравнению с дру�
гими тканями [3]. С помощью масс�спектромет�
рии показано наличие пептидов ОАДГ крысы в
обеих белковых полосах, реагирующих с антите�
лами на ОАДГ (рис. 2, б). Полученные данные
указывают на то, что идентифицированные им�
муноблоттингом изоформы ОАДГ, наблюдае�
мые мол. массы которых существенно отлича�
ются от массы, рассчитанной для белковой пос�
ледовательности, связаны с изменениями
структуры ОАДГ.

По результатам высокопроизводительных
исследований известно, что ОАДГ взаимодей�
ствует с убиквитином и убиквитин�подобными
белками (NEDD8, SUMO1) [26, 27], и в одном
из таких исследований было показано убикви�
тинилирование ОАДГ по остаткам Lys537,
Lys881 и Lys886 (рис. 3). Данная модификация, в
отличие от других, показанных для ОАДГ
(рис. 3), может увеличивать массу фермента от
100 кДа до наблюдаемой нами массы 130 кДа и
более.

При идентификации убиквитинилирован�
ных белков с помощью масс�спектрометрии
после трипсинолиза были обнаружены пепти�
ды, содержащие характерные триплеты Lys�ε�
Gly�Gly [28]. Однако авторы  не смогли детекти�
ровать пептиды с такими триплетами в исследо�
ванных образцах печени крысы, поэтому воз�
можность модификации ОАДГ убиквитином
или убиквитин�подобными белками требует
дальнейших исследований. Тем не менее, пеп�
тид, позволяющий детектировать белок ОАДГ,
был идентифицирован и при анализе области
геля выше 130 кДа. Этот результат свидетель�
ствует о существовании и более высокомолеку�
лярных, чем детектируемая форма 130 кДа, ва�
риантов ОАДГ, хотя уровень таких высокомоле�
кулярных форм низок по сравнению с основны�
ми формами, детектированными методом им�
муноблоттинга (рис. 2, а).

Определенные масс�спектрометрическим
анализом пептиды ОАДГ в области белков с
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молекулярной массой 70 кДа (рис. 2, б) изобра�
жены на модели мономера белка (рис. 4), полу�
ченной с использованием структуры ОГДГ
Mycobacterium smegmatis. Как видно из рис. 4,

идентифицированные пептиды ОАДГ достаточ�
но равномерно покрывают дегидрогеназный,
транскетолазный и С�концевой домены ОАДГ,
но отсутствуют в N�концевом фрагменте белка.
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Рис. 1. Филогенетическое дерево белковых последовательностей дегидрогеназ 2�оксокислот. Для оптимальной визуали�
зации результатов α�субъединицы пируватдегидрогеназ (PDHA proteins) приведены в виде одной общей ветви, аналогич�
но показаны β�субъединицы дегидрогеназы разветвленных 2�оксокислот (BCKDHB proteins). Размерность масштабной
шкалы – количество аминокислотных замен на остаток. (С цветными вариантами рис. 1–4 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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Рис. 3. Модификации ОАДГ крысы, определенные в высокопроизводительных скрининговых исследованиях, по данным
базы PhosphoSitePlus v.6.5.9.1. [29]. Домены последовательности ОАДГ обозначены разными цветами: голубым «E1_dh» –
дегидрогеназный домен, оранжевым «Transket_pyr» – транскетолазный пиримидин�связывающий домен, зеленым
«OxoGdeHyase» – С�концевой домен дегидрогеназ 2�оксокислот. Модификации указанных остатков последовательности
включают ацетилирование (зеленые точки), фосфорилирование (голубые точки), сукцинилирование (серые точки),
убиквитинилирование (коричневые точки)

Рис. 2. Изоформы ОАДГ в тканях крысы. а – Белки, реагирующие с антителами на ОАДГ в препаратах фермента из моз�
га, сердца и печени. 1, 2 – Гомогенат коры головного мозга, 3 – гомогенат сердца, 4 – препарат сердца, обогащенный
ОАДК, 5 – гомогенат печени, 6 и 7 – два препарата печени с разной степенью обогащенности ОАДК. Для каждого образ�
ца нанесено ∼35 мкг белка. Пунктиром обозначены уровни мол. масс белковых маркеров 75, 100 и 150 кДа; б – пептиды
ОАДГ, идентифицированные методом LC�MS/MS в препарате из печени крысы, выделены и подчеркнуты. Масс�спект�
рометрический анализ  проводили в участках геля, соответствующих интервалам мол. масс 110–130 кДа и 65–75 кДа

а б
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Полученные результаты свидетельствуют о том,
что изоформа ОАДГ 70 кДа может быть продук�
том DHTKD1, возникающим вследствие альтер�
нативного старта транскрипции или сплайсинга
мРНК. Кроме того, она может быть продуктом
специфического протеолиза, при котором про�
исходит отрезание N�концевого фрагмента бел�
ка. Функциональность 70 кДа изоформы остает�
ся под вопросом. У эукариотических ОГДГ N�
концевой фрагмент участвует в образовании по�
лиферментного комплекса, и протеолитическое
удаление этого фрагмента делает невозможным
протекание полной реакции комплекса [30]. Та�
ким образом, существование изоформы 70 кДа
может означать наличие у ОАДГ функций, кото�
рые не требуют формирования полиферментно�
го комплекса. К таким функциям относятся,
например, неокислительные реакции декарбок�
силирования 2�оксокислот, включающие пред�
сказанные для ОАДГ карболигазные реакции
[1]. Следует отметить, что неокислительное де�

карбоксилирование 2�оксоглутарата, ведущее к
образованию сукцинилполуальдегида или к
конденсации продукта декарбоксилирования с
глиоксилатом в карболигазной реакции (рис. 5),
достаточно сильно выражены для микобактери�
альной ОГДГ, обнаруживающей значительную
степень структурного сходства с ОАДГ по ре�
зультатам нашего филогенетического анализа
(рис. 1). Биологическое значение такой неокис�
лительной функции ОАДГ у животных может
объяснять высокое содержание изоформы с
массой 70 кДа в сердце (рис. 2, а), где скорость
катализируемой комплексом полной реакции
окислительного декарбоксилирования 2�оксо�
адипата (реакция (1) при его низкой концентра�
ции, насыщающей только для ОАДГ, но не для
ОГДГ, близка к нулю [3]. В этих условиях ско�
рость полной реакции окислительного декар�
боксилирования 2�оксоадипата измерима лишь
для препарата из печени [3], где мы детектиро�
вали обе изоформы ОАДГ (рис. 2, а).
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Рис. 4. Модель мономера ОАДГ крысы с коферментами тиаминдифосфатом и Мg2+. Ион магния окрашен розовым цве�
том, молекула тиаминдифосфата – оранжевым. Домены белка обозначены разными цветами: зеленым – дегидрогеназ�
ный домен Е1�компонентов комплексов дегидрогеназ 2�оксокислот, красным – транскетолазный пиримидин�связываю�
щий домен, желтым – С�концевой домен. Голубым окрашены указанные на рис. 2, б пептиды ОАДГ, которые были опре�
делены в частично очищенном препарате ОАДГ печени среди белков с мол. массой 70 кДа
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Таким образом, изоформа ОАДГ 70 кДа мо�
жет быть необходима для реализации неокисли�
тельной функции ОАДГ (рис. 5), которая не тре�
бует образования полиферментного комплекса,
необходимого для осуществления окислитель�
ного декарбоксилирования. Содержание же
изоформы 130 кДа коррелирует с каталитичес�
ким превращением 2�оксоадипата в полной ре�
акции окислительного декарбоксилирования
(реакция 1).

Характеристика ОАДГ человека, продуцируе�
мой при экспрессии DHTKD1 в эукариотической
или бактериальной системе. При экспрессии гена
DHTKD1 человека в эукариотической системе
Pichia pastoris мы не наблюдали низкомолекуляр�
ной полосы белка ОАДГ. Более того, мол. масса
наработанного белка была близка к рассчитан�
ной по последовательности мол. массе 100 кДа
(рис. 6, а). Аналогичный результат был получен
при экспрессии DHTKD1 в клетках E. coli (рис. 6, б).

Поскольку при экспрессии гена DHTKD1 че�
ловека как в бактериальной, так и в дрожжевой
системах, получаемая ОАДГ представлена лишь
одной полосой белка с молекулярной массой
около 100 кДа (Рис. 6), очевидно, что образова�
ние существующих в тканях животных изоформ
ОАДГ не происходит в использованных  про� и

эукариотических системах продукции рекомби�
нантных белков (рис. 2, рис. 6). Обнаруженная
регуляция ОАДГ животных указывает на значи�
тельные ограничения исследований получаемой
генно�инженерными методами ОАДГ для пони�
мания биологических функций и механизмов
регуляции данного белка.

Таким образом, в данной работе проведено
сравнение свойств ОАДГ в тканях крысы и ре�
комбинантной ОАДГ человека, полученной в
дрожжевой или бактериальной системе экс�
прессии. С помощью антител показано, что
структура присутствующей в тканях животных
ОАДГ значительно модифицирована по сравне�
нию со структурой фермента, получаемого в
бактериях или дрожжах. В первом случае ОАДГ
представлена двумя изоформами с мол. массами
130 и 70 кДа, тогда как во втором случае мол.
масса ОАДГ близка к ожидаемой мол. массе
100 кДа. Присутствие изоформ ОАДГ в тканях
животных свидетельствует о специфической ре�
гуляции экспрессии гена DHTKD1 и/или пост�
трансляционных модификациях кодируемого
им белка в тканях млекопитающих. Функцио�
нальное значение такой регуляции может быть
связано с реализацией неокислительной функ�
ции ОАДГ млекопитающих. 
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Рис. 5. Схема неокислительных превращений дикарбоновых 2�оксокислот, которые может катализировать ОАДГ. Образу�
ющийся в активном центре ОАДГ илидтиаминдифосфата взаимодействует с 2�оксоглутаратом или 2�оксоадипатом, ката�
лизируя их декарбоксилирование. Интермедиат реакции, стабилизированный резонансным переходом между его карба�
нионной и енаминной формами, показан в квадратных скобках. В отсутствие субстратов�акцепторов этот интермедиат
распадается с образованием полуальдегида дикарбоновой кислоты. При наличии в среде соединений с активированным
атомом углерода, например, глиоксилата, дегидрогеназы дикарбоновых 2�оксокислот могут катализировать карболигаз�
ную реакцию. На рисунке представлена реакция с глиоксилатом, где образуется 2�гидрокси�3�оксокислота



1. Bunik, V. I., and Degtyarev, D. (2008) Structure�function
relationships in the 2�oxo acid dehydrogenase family: sub�
strate�specific signatures and functional predictions for the
2�oxoglutarate dehydrogenase�like proteins, Proteins, 71,
874�890, doi: 10.1002/prot.21766.

2. Tsepkova, P. M., Artiukhov, A. V., Boyko, A. I., Aleshin, V. A.,
Mkrtchyan, G. V., Zvyagintseva, M. A., Ryabov, S. I.,
Ksenofontov, A. L., Baratova, L. A., Graf, A. V., and
Bunik, V. I. (2017) Thiamine induces long�term changes in
amino acid profiles and activities of 2�oxoglutarate and 2�

БОЙКО и др.

Финансирование. Данная работа выполнена
при финансовой поддержке РФФИ (грант 18�
54�7812) и CNR (грант SAC.AD002.020.017).

Благодарности. Авторы выражают благодар�
ность А.В. Граф и  М.В. Масловой (МГУ им.
М.В. Ломоносова) за предоставление образцов
тканей крыс, использованных в данном иссле�
довании.

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

Соблюдение этических норм. Все международ�
ные, национальные и/или институциональные
принципы ухода и использования животных бы�
ли соблюдены. В частности, все эксперименты с
животными проводили с соблюдением этических
норм согласно «Правилам проведения работ с
использованием экспериментальных животных»,
утвержденным директивой Евросоюза 2010/63/
EU. Эксперименты были одобрены Комиссией
по биоэтике МГУ им. М.В. Ломоносова.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  8  2020

1088

Рис. 6. ОАДГ человека, продуцируемая при экспрессии гена DHTKD1 в дрожжах P. pastoris (а) или бактериях E. coli (б).
I) Очистка ОАДГ человека, полученной в P. pastoris, с помощью аффинной хроматографии: 1 – дрожжевой лизат,
2–9 – фракции элюции ОАДГ с Ni�NTA колонки с постепенным повышением концентрации имидазола в буфере элюции
от 30 мМ (фракция 2) до 250 мМ (фракция 9). Белок на геле окрашен по методу Кумасси [31]. II) Иммуноблот в лизатах
P. pastoris до и после экспрессии DHTKD1 человека; б – иммуноблот очищенного препарата ОАДГ (очищ.) и лизата E. coli
BL21(DE3) после экспрессии DHTKD1 человека
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Unlike the OGDH�encoded 2�oxoglutarate dehydrogenase (OGDH), which is an essential enzyme present in all ani�
mal tissues, expression of the DHTKD1�encoded isoenzyme, 2�oxoadipate dehydrogenase (OADH), depends on a
number of factors, and mutant DHTKD1 phenotypes are rarely manifested. Physiological significance of OADH is
also obscured by the fact that both isoenzymes transform 2�oxoglutarate and 2�oxoadipate. By analogy with other
members of the 2�oxo acid dehydrogenases family, OADH is assumed to be a component of the multienzyme com�
plex that catalyzes oxidative decarboxylation of 2�oxoadipate. This study aims at molecular characterization of OADH
from animal tissues. Phylogenetic analysis of 2�oxo acid dehydrogenases reveals OADH only in animals and
Dictyostelium discoideum slime mold, within a common branch with bacterial OGDH. Examination of partially puri�
fied animal OADH by immunoblotting and mass spectrometry identifies two OADH isoforms with molecular weights
of about 130 and 70 kDa. These isoforms are not observed upon the expression of human DHTKD1 protein in either
bacterial or yeast system, where the synthesized OADH is of expected molecular weight (about 100 kDa). Thus, the
OADH isoforms present in animal tissues, may result from the animal�specific regulation of the DHTKD1 expression
and/or post�translational modifications of the encoded protein. Mapping of the peptides identified in the OADH
preparations, onto the protein structure suggests that the 70�kDa isoform is truncated at the N�terminus, but retains
the active site. Since the N�terminal domain of OGDH is required for the formation of the multienzyme complex, it
is possible that the 70�kDa isoform catalyzes non�oxidative transformation of dicarboxylic 2�oxo acids that does not
require the multienzyme structure. In this case, the ratio of the OADH isoforms in animal tissues may correspond to
the ratio between the oxidative and non�oxidative decarboxylation of 2�oxoadipate.

Keywords: DHTKD1, OGDH, carboligase, isoenzyme of 2�oxoglutarate dehydrogenase, isoform of 2�oxoadipate
dehydrogenase, post�translational modifications
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В опытах на везикулярных препаратах плазматической мембраны, выделенных из клеток зеленой галотоле�
рантной микроводоросли Dunaliella maritima, исследовали влияние N,N′�дициклогексилкарбодиимида
(N,N′(dicyclohexylcarbodiimide, DCCD) – неспецифического ингибитора транспортных систем, функцио�
нирующих в биологических мембранах, – на  Na+�транспортирующую АТФазу Р�типа этого организма. Ис�
следовали эффекты DCCD на электрогенную/ион�транспортирующую функцию фермента и его АТФ�гид�
ролазную активность. Электрогенную/ион�транспортирующую функцию фермента регистрировали с по�
мощью потенциал�чувствительного зонда оксонол VI по Na+�зависимой генерации электрического потен�
циала на везикулярных мембранах. Найдено, что, в отличие от множества других ион�транспортирующих
АТФаз, Na+�АТФаза D. maritima нечувствительна к действию DCCD. Этот агент не подавлял ни гидролиз
АТФ, катализируемый данным ферментом, ни его транспортную активность. Вместе с тем, DCCD влиял на
способность везикулярных мембран поддерживать электрический потенциал, создаваемый Na+�АТФазой
D. maritima. Наблюдаемые эффекты объясняются, исходя из предположения, что DCCD взаимодействует с
Na+/Н+ антипортером в плазматической мембране D. maritima.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Dunaliella maritima, Na+�АТФаза, N,N′�дициклогексилкарбодиимид, микроводорос�
ли, мембранный потенциал, плазматическая мембрана.
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ЭЛЕКТРОГЕНЕЗ ВО ФРАКЦИИ ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ МЕМБРАН
ИЗ ГАЛОТОЛЕРАНТНОЙ МИКРОВОДОРОСЛИ Dunaliella maritima

И ЭФФЕКТЫ N,N′′�ДИЦИКЛОГЕКСИЛКАРБОДИИМИДА*
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ВВЕДЕНИЕ

Животные и растительные клетки различа�
ются по способу энергизации плазматической
мембраны. В животных клетках основную роль
в энергизации клеточной мембраны играет ак�
тивный транспорт Na+ и K+, осуществляемый
Na+, K+�АТФазой. Этот фермент поддерживает
неравновесное распределение Na+ и K+ по обе
стороны мембраны и создает отрицательный со
стороны цитоплазмы электрический потенциал
на мембране [1, 2]. Создаваемый АТФазой гра�
диент электрохимического потенциала Na+

обеспечивает движущую силу для процессов
пассивной диффузии других ионов, а также про�
цессов вторично�активного ко�транспорта раз�
личных веществ через мембрану. В раститель�
ных клетках транспортные процессы на плазма�
тической мембране обусловлены наличием про�
тонного градиента, который создает электро�
генная H+�помпа – H+�АТФаза [3]. Она выводит
протоны из клетки в окружающую среду/апоп�
ласт с затратой метаболической энергии, что
также сопровождается генерацией на мембране
отрицательного со стороны цитоплазмы элект�
рического потенциала.

Однако и у представителей растительного
царства – галотолерантных зеленых микроводо�
рослей Tetraselmis viridis и Dunaliella maritima – в
плазматической мембране были обнаружены
электрогенные Na+�помпы [4, 5]. Na+�помпы
микроводорослей принадлежат семейству АТ�
Фаз Р�типа, к которому также относятся про�
тонная помпа высших растений и Na+, K+�АТ�
Фаза животных клеток [6, 7]. Интересно отме�
тить, что у данных видов микроводорослей Na+�
АТФазы в плазмалемме сосуществуют с H+�
помпами – АТФазами Р�типа, что было показа�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : CCCP – карбонилцианид m�
хлорфенилгидразон (carbonyl cyanide m�chlorophenylhydra�
zone); DCCD – N,N′�дициклогексилкарбодиимид (N,N′�
dicyclohexylcarbodiimide); ETH157 – sodium ionophore II
(N,N′�dibenzyl�N,N′�diphenyl�1,2�phenylenedioxydiac�
etamide); Δψ – трансмембранный электрический потенци�
ал; ПМ – плазматическая мембрана.

* Первоначально английский вариант рукописи опублико�
ван на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�173,
30.07.2020.

** Адресат для корреспонденции.
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но в экспериментах на выделенных из клеток
водорослей везикулярных препаратах плазмати�
ческой мембраны [5, 8]. Эти эксперименталь�
ные данные согласуются с результатами, полу�
ченными при анализе секвенированных гено�
мов зеленых (Chlophyta) микроводорослей
Ostreococcus tauri и Chlamydomonas reinhardtii, ко�
торые также показывают сосуществование у
этих организмов Na+�АТФаз и H+�АТФаз Р�ти�
па [9].

Зеленые микроводоросли рода Dunaliella
являются удобными модельными объектами в
исследованиях физиологии устойчивости рас�
тительных организмов к абиотическим стрес�
сам. Они способны выдерживать экстремаль�
ные условия окружающей среды, включая вы�
сокую соленость [10]. У этих водорослей отсут�
ствует крупная центральная вакуоль, и, следо�
вательно, за ионное гомеостатирование  цитоп�
лазмы отвечают исключительно механизмы,
локализованные в плазматической мембране. В
частности, у галотолерантной микроводоросли
Dunaliella maritima в плазматической мембране
обнаружена электрогенная Na+�транспортиру�
ющая АТФаза, которая, по�видимому, и отве�
чает за Na+�гомеостатирование клеток этой во�
доросли [5]. Представленная работа продолжа�
ет исследование свойств Na+�АТФазы D. mariti(
ma.

В первичной структуре Na+�транспортирую�
щих мембранных белков отсутствуют консерва�
тивные последовательности, ответственные за
связывание ионов Na+, а способность к перено�
су Na+ обусловлена особенностями трехмерной
архитектуры белков. В трансмембранной облас�
ти она консервативна и сходна со структурой
краун�эфира, где роль центрального координи�
рующего иона играет Na+ [11, 12]. Для формиро�
вания подобной структуры, способной избира�
тельно связывать ионы Na+, могут быть важны�
ми отдельные аминокислотные остатки, зани�
мающие соответствующее положение в белке.
На примере Na+,К+�АТФазы животных клеток и
Na+�специфичных бактериальных F1F0�АТФаз
установлено, что специфичность этих фермен�
тов по отношению к переносимым катионам
может быть изменена единичными аминокис�
лотными заменами в белке [13, 14]. Первым ша�
гом в идентификации подобных аминокислот�
ных остатков  может быть исследование взаимо�
действия белка с определенными ингибитора�
ми, механизм действия которых известен. При�
мером  подобного ингибитора является N,N′�
дициклогексилкарбодиимид (N,N′(dicyclohexyl�
carbodiimide, DCCD) – неспецифический инги�
битор различных транспортных систем, функ�
ционирующих в биологических мембранах,

включая АТФазы разных типов: F�типа [15–17],
V�типа [18, 19], P�типа [20, 21]. Хорошо установ�
лен механизм подавления транспортной актив�
ности белков этим ингибитором. DCCD – кар�
боксилмодифицирующий агент, который кова�
лентно связывается с определенным аминокис�
лотным остатком (как правило, это Glu или Asp)
в трансмембранном участке транспортной сис�
темы, в сайте, по которому осуществляется свя�
зывание переносимого катиона, и тем самым
ингибирует активность транспортной системы
[15, 19].

В данной работе представлены результа�
ты экспериментов по исследованию возможно�
го взаимодействия Na+�АТФазы D. maritima
с DCCD, а именно: исследовали влияние
DCCD на электрогенную/ион�транспортирую�
щую функцию этого фермента и его АТФ�гид�
ролазную активность. Эксперименты проведе�
ны на обогащенной плазматической мембраной
(ПМ) фракции мембранных везикул, выделен�
ных из клеток D. maritima.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект исследования и условия выращивания.
Исследования проводили на зеленой галотоле�
рантной микроводоросли Dunaliella maritima
Massjuk [22]. Водоросль культивировали в одно�
литровых стеклянных цилиндрах (средняя тол�
щина слоя суспензии водорослей 5 см) в среде
следующего состава (мМ): NaCl – 500, NaNO3 –
10, KH2PO4 – 5, MgSO4 – 6, Ca(NO3)2 – 1,5,
FeSO4 – 0,01, EDTA – 0,1, раствор микроэле�
ментов по Абдуллаеву и Семененко [23] в коли�
честве 1мл/л; pH доводили до 8,0 раствором
NaOH. Культуру непрерывно продували возду�
хом с 1,5%�ной CO2 и освещали белым светом
люминесцентных ламп ЛБ�20 при освещеннос�
ти 15 000 лк 14 ч в сутки.

Выделение везикул плазматической мембраны
из клеток D. maritima. Выделение везикул плаз�
матической мембраны (ПМ) из клеток микро�
водоросли осуществляли согласно методу, опи�
санному в работе [5]. Мембранную фракцию,
обогащенную плазмалеммой, получали диффе�
ренциальным центрифугированием и центри�
фугированием в ступенчатом (30/38%) сахароз�
ном градиенте. Во всех экспериментах, включая
определение АТФ�гидролазной активности
фермента, использовали свежевыделенную
фракцию ПМ.

Полученные препараты ПМ водоросли
представляли смесь инвертированных (цитоп�
лазматическая сторона обращена в наружную
среду) и нормально ориентированных везикул.
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В экспериментах наблюдали активность только
инвертированных везикул, в которых активные
центры АТФазы были экспонированы в наруж�
ную среду

Регистрация электрогенной активности Na+�
АТФазы D. maritima. Электрогенную активность
Na+�АТФазы в выделенных везикулах ПМ реги�
стрировали по Na+� и АТФ�зависимой генера�
ции электрического потенциала на везикуляр�
ной мембране, как это описано в работе [5]. Ге�
нерацию электрического потенциала на везику�
лярной мембране наблюдали по изменениям
дифференциальной абсорбции (А621–А582) по�
тенциал�чувствительного оптического зонда ок�
сонол VI. Измерения, осуществляемые в дву�
волновом режиме (длина волны измерения λ2 =
621, длина волны сравнения λ1 = 582 нм), прово�
дили с помощью спектрофотометра Hitachi 557.
Стандартная реакционная среда (в спектрофо�
тометрической кювете объемом 2 мл) имела сле�
дующий состав: 0,4 М сахароза, 5 мМ MgSO4,
1 мМ EGTA, 20 мМ Mes/BTP�буфер, рН 7,5,
2 мкМ оксонол VI, ∼100 мкг мембранного белка.
Генерацию электрического потенциала на вези�
кулярных мембранах инициировали внесением
АТФ (конечная концентрация 2 мМ; АТФ ис�
пользовали в форме Тris�соли) и ионов Na+ (в
виде Na2SO4).

Аналитические методы. АТФ�гидролазную
активность мембранных фракций определяли
по высвобождению Pi из добавленного АТФ.
Гидролиз АТФ фракциями ПМ осуществлялся в
среде следующего состава: 0,4 М сахароза,
20 мМ Mes/BTP�буфер (рН 5,5–9,0), 1 мМ
MgSO4, 1 мМ EGTA, 50 мкМ СССР, 10–15 мкг
мембранного белка. Реакцию инициировали
внесением 0,5 мМ Na2АТФ и останавливали че�
рез 20 мин. Остальные добавки указаны в под�
писи к рисунку. Высвобожденный Pi определяли
по методу Carter и Karl [24].

Белок в получаемых препаратах определяли
методом Simpson и Sonne [25] для определения
микроколичеств белка в мембранных фракци�
ях. Метод основан на дезинтеграции мембран
в щелочной среде и определении интенсивнос�
ти окрашивания комплекса белок�Кумасси
G�250.

В работе использовали свежеприготовлен�
ные спиртовые растворы DCCD. Конечная кон�
центрация вносимого с DCCD этанола в реак�
ционных смесях при измерениях активности
АТФазы не превышала 0,2%. Контрольные ва�
рианты содержали этанол в таких же концентра�
циях.

На рисунках и графиках представлены дан�
ные репрезентативных экспериментов из (по
крайней мере) трех независимых повторностей.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В плазматической мембране микроводорос�
ли D. maritima функционирует электрогенная
Na+�транспортирующая АТФаза, как было по�
казано ранее в экспериментах на выделенных из
клеток водоросли везикулах ПМ [5]. Работу
электрогенной Na+�АТФазы D. maritima иллю�
стрирует рис. 1, а. Внесение АТФ в суспензию
везикул ПМ индуцирует генерацию электричес�
кого потенциала (Δψ) на везикулярных мембра�
нах, обусловленную работой H+�АТФазы D.
maritima [5]. Добавка ионов Na+ приводит к су�
щественной стимуляции генерации Δψ на вези�
кулярных мембранах, которая, очевидно, обус�
ловлена переносом ионов Na+ в везикулярный
люмен, осуществляемым Na+�АТФазой. Генера�
ция Δψ на везикулах ПМ может быть индуциро�
вана также Li+, но не K+ (не представлено). По�
добная ионная специфичность характерна для
многих мембранных Na+�транспортирующих
механизмов, которые, наряду с ионами Na+,
способны переносить и Li+ [26, 27].

В отсутствие ионов Na+ внесение DCCD в
реакционную смесь в ходе АТФ�зависимой гене�
рации Δψ на везикулярных мембранах приводи�
ло к распаду сформированного потенциала (рис.
1, б, трек 1). Однако при добавлении DCCD к
суспензии везикул ПМ в ходе АТФ� и Na+�зави�
симой генерации Δψ, скорость генерации Δψ не
только не уменьшалась (чего следовало бы ожи�
дать при ингибировании Na+�зависимой АТФа�
зы), а даже возрастала (рис. 1, б, трек 2).

Известно, что переносимый ион защищает
транспортную систему от ингибирования
DCCD [16, 17, 28]. Для того, чтобы предотвра�
тить возможное протекторное действие ионов
Na+ на Na+�АТФазу, везикулы ПМ предвари�
тельно инкубировали с DCCD в течение 15 мин
в отсутствие Na+, после чего генерацию Δψ на
везикулярной мембране индуцировали последо�
вательным внесением АТФ и Na+. В этом слу�
чае, в зависимости от концентрации присут�
ствующего в реакционной смеси DCCD, на�
чальная скорость АТФ� и Na+�индуцируемой ге�
нерации Δψ также возрастала (рис. 2, а, б), но
величина Δψ, создаваемого Na+�АТФазой на
мембране везикул, уменьшалась (рис. 2, а, в).

Возрастание начальной скорости генерации
Δψ говорит об отсутствии ингибирующего
действия DCCD на Na+�АТФазу. Последнее
подтверждается результатами экспериментов по
исследованию АТФ�гидролазной активности
этого фермента.

Фракция ПМ D. maritima катализирует гид�
ролиз АТФ в широком диапазоне рН; АТФ�гид�
ролазную активность Na+�АТФазы отражает
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Na+�стимулируемый прирост гидролиза АТФ,
максимум которого наблюдается при рН 7,5–8,0
(рис. 3, a, кривая 2). Преинкубация везикул ПМ
с DCCD до добавления АТФ и Na+ не приводит
к существенным изменениям величины Na+�
стимулируемого прироста гидролиза АТФ (рис.
3, а, сравнить попарно кривые 1 и 2, кривые 3 и
4; рис. 3, б). Последнее, очевидно, свидетель�
ствует об отсутствии ингибирования Na+�АТФа�
зы этим агентом.

Уменьшение стационарной величины Δψ,
создаваемого Na+�АТФазой на мембране вези�
кул, преинкубированных с DCCD, может объ�
ясняться увеличением ионной проводимости
мембраны вследствие взаимодействия DCCD с
каким�то другим (не Na+�АТФазой) ион�транс�
портирующим белком в ПМ D. maritima. Воз�
можными претендентами на эту роль являются
Н+�АТФаза и/или Na+/H+ антипортер, которые
также функционируют в этой мембране [5, 29].
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Рис. 1. АТФ� и Na+�зависимая генерация электрического потенциала на везикулах плазматической мембраны D. maritima.
Эффекты DCCD. О генерации электрического потенциала (Δψ) на везикулярных мембранах («+» в везикулярном люме�
не) свидетельствует уменьшение дифференциальной абсорбции потенциал�чувствительного зонда оксонол VI. Генера�
цию Δψ инициировали добавлением АТФ (в форме Тris�соли) до конечной концентрации 1 мМ. Моменты внесения до�
бавок отмечены стрелками. а – Исходно: стандартная реакционная среда без Na+. Добавка Na+ (в виде 10 мМ Na2SO4) ус�
коряет генерацию Δψ (аналогичный эффект наблюдается при внесении Li+). Протонофор СССР (50 мкМ) или проника�
ющий анион NO3

– (50 мМ, в форме соли BTP.NO3, pH 7,5) возвращают дифференциальную абсорбцию зонда к исходно�
му уровню, что говорит о распаде сформированного Δψ (соответственно вследствие выхода Н+ из везикул или вследствие
компенсации избыточного положительного заряда внутри везикул анионом); б – эффекты DCCD (100 мкМ), добавлен�
ного в реакционную смесь в ходе генерации Δψ на везикулярных мембранах. Трек 1: стандартная реакционная среда без
Na+. Трек 2: стандартная реакционная среда содержала Na+ (в виде 1 мМ Na2SO4)
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Как Н+�АТФаза, так и Na+/H+ антипортер могут
взаимодействовать с DCCD [30–32].

Предположение о том, что преинкубация ве�
зикул ПМ с DCCD приводит к увеличению ион�
ной проводимости мембраны, было проверено в
экспериментах, где электрический потенциал
на везикулярной мембране создавали АТФ�не�
зависимым образом в виде Na+� или K+�диффу�
зионного потенциала, внося в суспензию вези�
кул катион и соответствующий ионофор –
ETH157 для Na+ и валиномицин для K+ (рис. 4).

DCCD, добавленный к везикулам, на мемб�
ране которых предварительно был создан Na+�
диффузионный потенциал, не оказывал види�
мого влияния на последний (рис. 4, а). Однако
если везикулы были преинкубированы с DCCD
до добавления Na+, Na+�диффузионный потен�
циал, который формировался на везикулярной

мембране при внесении Na+, быстро и самопро�
извольно распадался (рис. 4, б). Если на мембра�
не везикул, преинкубированных с DCCD, соз�
давали K+�диффузионный потенциал, послед�
ний достаточно долго  сохранялся и распадался
только при внесении протонофора CCCP (рис.
4, в). Вместе с тем, K+�диффузионный потенци�
ал, созданный на везикулах ПМ, преинкубиро�
ванных с DCCD, распадался при добавлении
ионов Na+ (рис. 4, г). Эти результаты приводят к
выводу, что диссипация электрического потен�
циала на везикулярных мембранах, преинкуби�
рованных с DCCD, зависит от наличия Na+ в ре�
акционной смеси.

Отметим, что в описанных экспериментах
электрический потенциал на везикулярных
мембранах распадался вследствие выхода из ве�
зикулярного люмена катионов, отличных от Na+
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Рис. 2. Влияние DCCD на создаваемый Na+�АТФазой на везикулах ПМ D. maritima электрический потенциал. Везикулы
инкубировали (15 мин, 22 °С) в стандартной реакционной смеси, содержащей DCCD, после чего инициировали генера�
цию Δψ последовательным добавлением АТФ и Na+ (10 мМ Na2SO4). а – Кинетика генерации Δψ в отсутствие DCCD
(трек 1) и в присутствии 300 мкМ DCCD (трек 2). Зависимость начальной скорости генерации Δψ (б) и стационарной ве�
личины создаваемого Δψ (в) от концентрации DCCD, присутствующего в реакционной смеси
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(или соответственно K+), поскольку в присут�
ствии ETH157 (соответственно валиномици�
на), обеспечивающего высокую проводимость
везикулярной мембраны для Na+ (или K+), пос�
ледний находится в состоянии электрохимичес�
кого равновесия по обе стороны везикулярной
мембраны («+» внутри везикул) и, следователь�
но, отсутствуют движущие силы для выхода Na+

(или K+) из везикул. Наиболее вероятно, что в
данном случае избыточный положительный за�
ряд из везикулярного люмена уносит протон,
движущей силой для выхода которого служит
Na+�диффузионный (или K+�диффузионный)
потенциал. Путь утечки Н+, очевидно, форми�
руется вследствие взаимодействия DCCD с не�
которым белком/белками везикулярной мемб�
раны и является потенциал�зависимым, пос�
кольку Na+�диффузионный потенциал мог быть
создан на мембране везикул, преинкубирован�
ных с DCCD, и лишь при достижении опреде�
ленной величины потенциала начинался его
распад (рис. 4, б).

Таким образом, полученные данные свиде�
тельствуют о том, что: 1) Na+�АТФаза D. mariti(
ma нечувствительна к DCCD; 2) в отсутствие
ионов Na+ DCCD взаимодействует с неким бел�

ком/белками везикулярной мембраны; 3) Na+

защищает этот белок от взаимодействия с
DCCD; 4) взаимодействие DCCD c этим белком
приводит к увеличению Н+�проводимости вези�
кулярной мембраны, причем последнее требует
наличия ионов Na+; 5) для осуществления
DCCD�индуцируемой Na+�зависимой Н+�про�
водимости мембраны необходимо также нали�
чие электрического потенциала на мембране.

Наиболее очевидным является предположе�
ние, что наблюдаемые эффекты обусловлены
взаимодействием DCCD с Na+/Н+ антипорте�
ром в ПМ D. maritima. Последний способен свя�
зывать и переносить через мембрану как Na+,
так и Н+. Взаимодействие с DCCD приводит к
тому, что антипортер сохраняет способность  пе�
реносить Н+, но не Na+. Тем не менее, наличие
иона Na+, вероятно, связанного в определенном
сайте белка,  необходимо для осуществления пе�
реноса Н+. Другими словами, при взаимодей�
ствии с DCCD электронейтральный Na+/Н+ ан�
типортер из катион�обменного механизма прев�
ращается в потенциал�чувствительный Н+�уни�
портер.

Остается открытым вопрос, почему на вези�
кулах ПМ D. maritima, преинкубированных с
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Рис. 3. рН�Зависимость гидролиза АТФ фракциями плазматической мембраны (ПМ) D. maritima и эффекты DCCD.
а – Стандартная реакционная среда содержала дополнительно: 1 (светлые кружки) – 25 мМ KNO3; 2 (черные кружки) –
25 мM NaNO3; 3 (светлые квадраты) – 25 мM KNO3, 100 мкМ DCCD; 4 (черные квадраты) – 25 мM NaNO3, 100 мкМ
DCCD. В вариантах с DCCD везикулы были преинкубированы в стандартной реакционной среде, содержащей дополни�
тельно DCCD, в течение 15 мин до добавления Na+ и АТФ; б – Na+�индуцируемое увеличение гидролиза АТФ фракция�
ми ПМ в отсутствие (кривая 1, черные кружки) и в присутствии DCCD (кривая 2, светлые квадраты)
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Рис. 4. Влияние DCCD на Na+� или K+�диффузионный потенциал, созданный на везикулах плазматической мембраны
(ПМ) D. maritima. Генерацию Δψ на везикулярных мембранах («+» в везикулярном люмене) инициировали внесением
10 мМ Na2SO4 + 3 мкМ ETH�157 (а, б) либо 10 мМ K2SO4 + 3 мкМ валиномицин (в, г). Концентрация DCCD в реакцион�
ной смеси составляла 100 мкМ. а): DCCD добавлен после формирования Na+�диффузионного потенциала. (б–г): везику�
лы ПМ были преинкубированы в течение 15 мин в стандартной реакционной смеси, содержащей 100 мкМ DCCD, до вне�
сения  остальных добавок (10 мМ Na2SO4 + 3 мкМ ETH�157 либо 10 мМ K2SO4 + 3 мкМ валиномицин). Внесение прото�
нофора СССР (50 мкМ) (а, в) возвращает дифференциальную абсорбцию оксонола VI к исходному уровню, что говорит
о распаде сформированного Δψ. г) Внесение 10 мМ Na2SO4 приводит к распаду сформированного Δψ
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DCCD, начальная скорость генерации потенци�
ала при добавлении АТФ и Na+ увеличивается
(рис. 2, б), при том, что DCCD не оказывает сти�
мулирующее действие на АТФ�гидролазную ак�
тивность Na+�АТФазы (рис. 3).

Одним из возможных объяснений этого яв�
ления может быть следующее. По�видимому,
Na+/H+ антипортер не единственный белок в
ПМ D. maritima, с которым связывается DCCD.
DCCD может связаться с H+�помпой, функцио�
нирующей в этой мембране. Известно, что
DCCD инактивирует Н+�АТФазу, блокируя
транслокацию протонов этим ферментом [15,
19, 30]. Таким образом, взаимодействие DCCD с
Н+�АТФазой (а также, вероятно, и с определен�
ными ионными каналами) приводит к уменьше�
нию общей протонной проводимости мембра�
ны, что, в свою очередь, в условиях эксперимен�
та приводит к снижению ионных (протонных)
утечек из везикулярного люмена и росту вели�
чины электрического потенциала, генерируемо�
го на везикулярной мембране при включении
Na+�АТФазы. По мере работы Na+�АТФазы, при
достижении определенных значений Δψ на ве�
зикулярной мембране, протонная проводимость
мембраны резко возрастает вследствие увеличе�
ния протонной проводимости Na+/Н+ антипор�
тера, который, предположительно, в результате
взаимодействия с DCCD превратился из элект�
ронейтрального катион�обменного механизма в
потенциал�чувствительный Н+�унипортер.

В плазматической мембране галотолерант�
ной микроводоросли D. maritima (отдел Chloro�

phyta, класс Chlorophyceae) функционирует пер�
вичный Na+�насос, электрогенная Na+�транс�
портирующая АТФаза Р�типа, которая опреде�
ляет Na+�гомеостаз у этого организма [5]. Най�
дено, что, в отличие от множества других ион�
транспортирующих АТФаз, этот фермент явля�
ется нечувствительным к действию DCCD.
DCCD не подавляет ни гидролиз АТФ, катали�
зируемый данным ферментом, ни его транспорт�
ную активность. По своей нечувствительнос�
ти к действию DCCD Na+�АТФаза D. maritima
сходна с Na+�АТФазой другой галотолерантной
микроводоросли, Tetraselmis viridis (отд.
Chlorophyta, класс Prasinophyceae) [4]. Для Na+�
АТФазы T. viridis также ранее было продемон�
стрировано, что DCCD не оказывает ингибиру�
ющее действие на этот фермент [8]. Нечувстви�
тельность Na+�транспортирующих АТФаз, най�
денных у двух видов водорослей, к DCCD мо�
жет отражать структурное сходство этих фер�
ментов, обусловленное их эволюционной бли�
зостью.
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ELECTROGENESIS IN PLASMA MEMBRANE FRACTIONS ISOLATED
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The effects of N,N′�dicyclohexylcarbodiimide (DCCD), non�specific inhibitor of various transport systems functioning
in biological membranes, on Na+�transporting P�type ATPase of the green halotolerant microalga Dunaliella maritima
were studied in the experiments with vesicular plasma membranes isolated from the alga cells. The effects of DCCD on
electrogenic/ion transport function of the enzyme and its ATP hydrolase activity were investigated. Electrogenic/ion
transport function of the enzyme was recorded as a Na+�dependent generation of electric potential on the vesicle mem�
branes with the help of the potential�sensitive probe oxonol VI. It was found that unlike many other ion�transporting
ATPases, the Na+�ATPase of D. maritima is insensitive to DCCD. This agent did not inhibit either ATP hydrolysis cat�
alyzed by this enzyme or its transport activity. At the same time DCCD affected the ability of the vesicle membranes to
maintain electric potential generated by the D. maritima Na+�ATPase. The observed effects can be explained based on
the assumption that DCCD interacts with the Na+/H+ antiporter in the plasma membrane of D. maritima.

Keywords: Dunaliella maritima, Na+�ATPase, N,N′(dicyclohexylcarbodiimide, microalgae, membrane potential,
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Фактор роста фибробластов 21 (FGF21) и белок β�Klotho (KLB) играют важную роль в предотвращении и
лечении повышенного веса и ожирения. Однако не совсем ясны условия, при которых можно индуцировать
экспрессию FGF21 и KLB в различных тканях. Поэтому было проведено изучение экспрессии FGF21 и
KLB при двух формах физической нагрузки: непрерывная физическая нагрузка умеренной интенсивности
(MICT) и физическая нагрузка высокой интенсивности с перерывами в упражнениях (HIIT) (это два попу�
лярных способа снизить вес тела). Мыши были случайным образом разбиты на три группы (n = 8 в каждой
группе): группы с MICT, HIIT и сидячим образом жизни (SED). Чтобы вызвать у них ожирение, все мыши
на протяжении 12 недель получали обогащенный жирами пищевой рацион (HFD). Физические упражне�
ния выполнялиcь на моторизованной беговой дорожке в течение восьми недель, и в каждой группе живот�
ных по�прежнему соблюдалась особая диета. Показано, что как MICT, так и HIIT оказывают положитель�
ный эффект в плане снижения веса тела, индуцированного HFD, и снижения уровня белка FGF21 в сыво�
ротке крови. HIIT может улучшить показатели веса тела и снизить уровень триглицеридов в сыворотке кро�
ви (TG), в то время как MICT был более эффективен в обеспечении экспрессии FGF21 и KLB в печени, бу�
рой жировой ткани (BAT) и мышцах на уровне мРНК и белка.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: MICT, HIIT, FGF21, KLB, экспрессия.
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НЕПРЕРЫВНАЯ УМЕРЕННАЯ ФИЗИЧЕСКАЯ НАГРУЗКА
УСИЛИВАЕТ ЭКСПРЕССИЮ FGF21 И KLB У МЫШЕЙ,

СТРАДАЮЩИХ ОЖИРЕНИЕМ
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ВВЕДЕНИЕ

Избыточный вес и ожирение являются ос�
новными причинами возникновения многих
хронических заболеваний, таких как диабет,
сердечно�сосудистые заболевания и рак. Сог�
ласно данным Всемирной организации здраво�
охранения (ВОЗ), 39% взрослых людей имеют
избыточный вес и 13% страдают от ожирения.
Кроме того, во всем мире более 18% детей и под�
ростков имеют избыточный вес, и они подвер�
жены ожирению [1]. В 2007 г. Американская ака�

демия спортивной медицины провозгласила
концепцию «Физические упражнения – это ле�
карство», и рациональные физические упражне�
ния как экономичный и эффективный способ
управления весом и здоровьем стали фундамен�
тальной мерой для предотвращения и лечения
избыточного веса и ожирения [2]. Поэтому
очень важно понимание физиологических меха�
низмов и метаболизма при снижении веса тела,
вызванном физическими нагрузками, чтобы
разработать новые и более эффективные формы
физических упражнений.

Фактор роста фибробластов 21 (FGF21) яв�
ляется ключевым фактором путей обмена липи�
дов, который привлекает повышенное внима�
ние на протяжении многих лет. Как член семей�
ства белков FGF, FGF21 был впервые описан в
2000 г. [3], а в 2005 г. были установлены его
функции [4]. Ранее было показано, что FGF21
обладает особой активностью в качестве гормо�
на, регулирующего обмен глюкозы, жиров и
энергии, в том числе окисление жирных кислот
и глюконеогенез. Он вызывает понижение уров�
ня жирных кислот и триглицеридов в сыворотке
крови и печени, повышает чувствительность

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : FGF21 (fibroblast growth fac�
tor 21) – фактор роста фибробластов 21; KLB белок
(β�Klotho) ; FGFR, FGF – рецептор фактора роста фиб�
робластов; MICT (moderate�intensity continuous training) –
непрерывная физическая нагрузка умеренной интенсив�
ности; HIIT (high�intensity interval training) – физическая
нагрузка высокой интенсивности с перерывами; SED
(sedentary lifestyle) – сидячий образ жизни; HFD (high�fat
diet) – пищевой рацион, обогащенный жирами; TG (triglyc�
eride) – триглицерид; BAT (brown adipose tissue) – бурая
жировая ткань; eWAT (epididymal white adipose tissue) – бе�
лая жировая ткань придатков.

* Адресат для корреспонденции.
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клеток к действию инсулина, расход энергии и
способствует потере веса [5–8]. Демонстрируя
различные функции, FGF21 экспрессируется в
печени [3], поджелудочной железе [9], мозгу
[10], сердце [11], бурой жировой ткани (BAT)
[12], белой жировой ткани (WAT) [13] и скелет�
ных мышцах [14]. Кроме того, чтобы попасть в
клетку, FGF21 должен связаться с рецепторами
FGF (FGFR). В этом случае, β�Klotho (KLB),
как корецептор, может способствовать эффек�
тивному взаимодействию FGF21 и FGFR [15]. В
некоторых работах было показано, что KLB так�
же экспрессируется в различных тканях [16], и
определение ткани, которая может служить ми�
шенью для действия FGF21, вероятно, обуслав�
ливается тканевой экспрессией KLB [17]. Одна�
ко условия, которые влияют на экспрессию
FGF21 и KLB в различных тканях, остаются до
сих пор невыясненными.

В настоящей работе было проведено изуче�
ние экспрессии FGF21 и KLB при двух формах
физических упражнений: непрерывные физи�
ческие упражнения средней интенсивности
(MICT) и физические упражнения высокой ин�
тенсивности с перерывами (HIIT). Обе формы
физических упражнений популярны среди тех,
кто хочет похудеть. Это первая работа, посвя�
щенная влиянию форм физических упражнений
на экспрессию FGF21 и KLB в различных тка�
нях. После восьми недель физической нагрузки
у мышей, страдающих от ожирения, была опре�
делена экспрессия FGF21 и KLB в различных
тканях. Показано, что в случае страдающих от
ожирения мышей, восемь недель в режиме
MICT приводили к повышению экспрессии
FGF21 и KLB в печени, BAT и мышцах в боль�
шей степени, чем восемь недель HIIT. Это ис�
следование продемонстрировало ранее неприз�
нанный аспект экспрессии FGF21 и KLB у мы�
шей, страдающих от ожирения, в результате фи�
зических упражнений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Лабораторные животные и пищевой рацион.
Мыши�самцы дикого типа породы C57BL/6 (n
= 24) в возрасте 3�х недель были получены из
Центра изучения лабораторных животных Уни�
верситета Циньхуа (Китай). Мышей содержали
в вентилируемых клетках при контролируемой
температуре (22 ± 2 °С) и влажности (50 ± 5%) с
12�часовым режимом дня и ночи и свободным
доступом к воде и пище. После завершения про�
цесса адаптации в течение одной недели, мы�
шей случайным образом делили на три группы
(n = 8 в каждой группе): группы с MICT, HIIT и

сидячим образом жизни (SED). Все мыши полу�
чали рацион, обогащенный жирами (HFD, 60%
ккал в виде жира), и в результате в течение пос�
ледующих 12 нед. у них развивалось ожирение.
По окончании приема HFD в течение 12 нед.
начинали использовать режимы физической
нагрузки и, в то же время каждая группа живот�
ных продолжала получать все тот же обогащен�
ный жирами пищевой рацион.

Протокол физических упражнений. Сначала
мыши привыкали к беговой дорожке в течение 3
дней (каждый день по 15 мин). Затем их подвер�
гали испытаниям на моторизованной беговой
дорожке для мышей в течение 8 нед. (5 дней в
неделю). Использовали две формы физических
упражнений (MICT и HIIT). Обе группы начи�
нали с разминки при режиме 5 м/мин в течение
10 мин. В случае MICT тренировку на беговой
дорожке проводили при 14 м/мин (50% интен�
сивности VO2макс) в течение 45 мин. В случае
HIIT тренировка на беговой дорожке состояла
из 10 забегов по 1 мин и упражнений высокой
интенсивности (25 м/мин, 90% интенсивности
VO2макс), перемежающихся (2 мин) с упражнени�
ями с умеренной интенсивностью (14 м/мин).
Темпы движения во время прохождения HIIT и
MICT повышали постепенно от 25 до 27 м/мин
и от 14 до 16 м/мин более 8 нед. соответственно.
Определение максимальных значений поглоще�
ния O2 проводили с помощью прибора
TSE Systems Phenomaster (Университет Цинь�
хуа) [18–20].

Забор крови и образцов тканей. После завер�
шения процедуры физических упражнений мы�
шей оставляли без пищи в течение 12 ч и затем
подвергали анестезии. Удаляли печень, белую
жировую ткань придатков (eWAT), BAT, четырех�
главую мышцу бедра, поджелудочную железу.
Образцы крови собирали, и сыворотку крови
получали путем центрифугирования в течение
15 мин при 3000 об/мин и 4 °С. Все образцы
быстро замораживали в жидком азоте и хранили
при –80 °С для дальнейшего использования.

Определение параметров крови. Определение
в сыворотке уровня триглицеридов (TG) произ�
водили на автоматическом анализаторе Kehua
ZY KHB�1280 (Китай). Содержание FGF21 оп�
ределяли с помощью набора mouse FGF21
ELISA kit (MM�44032M1, MEIMIAN).

Окрашивание гематоксилином и эозином (H и
E). Кусочки eWAT вырезали, промывали охлаж�
денным до температуры льда фосфатным соле�
вым раствором (PBS) и фиксировали в 10%�ом
формалине. После дегидрирования с помощью
серии обработок спиртом и помещения в пара�
фин полученные кусочки ткани окрашивали ге�
матоксилином и эозином (H и E), чтобы их на�
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блюдать на микроскопе Nikon Eclipse E100
(200×) и получить изображения с помощью
Nikon DS�U3. Полученные изображения анали�
зировали с помощью программы Image�Pro Plus
6.0 («Media Cybernetics, Inc.», США).

ПЦР в реальном времени. Препарат общей
РНК получали в результате экстракции из замо�
роженных тканей с помощью набора PureLink™
RNA Mini Kit («Thermo Fisher Scientific») и под�
вергали обратной транскрипции в кДНК с по�
мощью набора Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit («Thermo Fisher Scientific»). Коли�
чественную ПЦР проводили на приборе Step
One Plus Real�Time PCR instrument («Applied
Biosystems»). Праймеры представлены в табли�
це. Все образцы были проанализированы в трех
экземплярах, и результаты были получены с ис�
пользованием метода ΔΔCt.

ВестернRблоттинг. Белки из замороженных
тканей экстрагировали с помощью лизисного
буфера RIPA (CW2334, «CWBio»). Концентра�
цию белка в белковых экстрактах определяли с
помощью набора BCA Protein Assay Kit
(CW0014S, «CWBio»). Все образцы белков ана�
лизировали с помощью электрофореза в поли�
акриламидном геле в присутствии додецилсуль�
фата натрия (SDS�PAGE). Разделенные белки
переносили на поливинилиденфлуоридные
мембраны. Блоты инкубировали с разведенны�
ми соответствующими первыми антителами
против FGF21 (ab171941, «Abcam», разведение
1 : 1000), KLB (ab233416, «Abcam», разведение
1 : 1000) или внутренним контролем, в качестве
которого использовали β�актин («Proteintech»,
разведение 1 : 3000) после блокирования мемб�
ран 10%�ным обезжиренным молоком в течение
1 ч при 37 °C. Затем блоты инкубировали в тече�
ние 2 ч с конъюгированными с пероксидазой
хрена козлиными антителами против кроличьих
IgG («Proteintech»). Полосы белков выявляли с
помощью системы визуализации Bio�Rad

ChemiDoc™ MP imaging system. Относительные
количества измеряли с помощью программного
пакета ImageJ.

Статистическая обработка данных. Все дан�
ные выражали в виде среднего значения ± стан�
дартная ошибка среднего (S.E.M) и анализиро�
вали с помощью программы SPSS 25.0 для ста�
тистической обработки данных. Сравнение дан�
ных групп проводили с использованием прог�
раммы ANOVA и последующего анализа наи�
меньших различий значений. Значение p < 0,05
рассматривали как статистически достоверное.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Метод HIIT показал лучший эффект в достиR
жении снижения веса. Чтобы изучить влияние
физических упражнений на снижение содержа�
ния жира, мышей линии C57BL/6 подвергали
физической нагрузке в режиме MICT и HIIT. В
сравнении с сидячим образом жизни (SED) как
MICT, так и HIIT вызывали снижение веса тела
после восьми недель упражнений. Кроме того,
HIIT способствовал большей потере веса по
сравнению с MICT (рис. 1, а). Также в каждой
группе животных были проанализированы не�
которые параметры крови. Было обнаружено,
что режим HIIT в значительной степени снижал
уровни триглицеридов (TG) сыворотки крови в
сравнении с мышами, ведущими сидячий образ
жизни (SED) (рис. 1, в). Что касается уровня
FGF21, то полученные данные позволяют пред�
положить, что у мышей, подвергшихся физи�
ческим нагрузкам обоих типов (MICT и HIIT),
уровни этого фактора роста снижены по сравне�
нию с мышами, ведущими сидячий образ жиз�
ни. Однако не было обнаружено статистически
значимых различий в уровне сывороточного
FGF21 у подвергшихся физическим нагрузкам
мышей из обеих групп (MICT и HIIT) (рис. 1, с).
Кроме того, у мышей, употреблявших HFD, по�
вышался средний размер адипоцитов, который
в результате физических нагрузок снова умень�
шался. HIIT оказывал более выраженный эф�
фект на сокращение объема адипоцитов в срав�
нении с режимом MICT (рис. 1, d, рис. 1, е).
Следовательно, долгосрочный режим HIIT ока�
зался более эффективным способом, чем MICT,
для снижения содержания жира.

MICT повышает экспрессию генов FGF21 и
KLB в печени, бурой жировой ткани (BAT) и мышR
цах. FGF21 регулирует метаболизм липидов и
обладает способностью предотвращать и лечить
избыточный вес и ожирение [21]. KLB способен
опосредовать биологическую функцию FGF21,
выступая в качестве ко�рецептора [22]. Исходя
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из вышеизложенного, было изучено, может ли
HIIT лучше повышать экспрессию FGF21 и
KLB. Поэтому было проанализировано влияние
MICT и HIIT на экспрессию мРНК FGF21 и
KLB в различных тканях (печень, eWAT, BAT,
мышцы и поджелудочная железа). Вопреки
ожиданиям и большому удивлению MICT ока�
зался более эффективен в повышении экспрес�
сии FGF21 и KLB на уровне мРНК в печени,
BAT и мышцах, и выявленные различия были
значительными (рис. 2). Однако не было обна�
ружено заметной разницы между влиянием
MICT и HIIT на eWAT и поджелудочную железу
(результаты не представлены). Показано, что
физическая нагрузка практически не влияла на
экспрессию FGF21 и KLB в белой жировой тка�
ни (WAT) и поджелудочной железе. Основыва�
ясь на этих результатах, была исследована
экспрессия белков FGF21 и KLB в печени, BAT
и мышцах.

MICT способствует экспрессии белков FGF21
и KLB. Как показано на рис. 3, a, не было обна�
ружено значительных различий в уровне белка
FGF21 в печени, однако MICT в большей степе�
ни способствовал экспрессии белка KLB по
сравнению с HIIT. В случае бурой жировой тка�
ни (BAT) и мышц, было обнаружено, что MICT
в основном способствовал экспрессии белка
FGF21 и KLB (рис. 3, b и c). Эти данные почти в

полной мере соответствовали данным по
экспрессии мРНК. В целом, MICT может в
большей степени способствовать экспрессии
FGF21 и KLB, чем HIIT.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В некоторых работах было показано, что
FGF21, который участвует в регуляции гомеос�
таза глюкозы и липидов, связан с физической
нагрузкой, а для взаимодействия с клетками�
мишенями ему необходим белок KLB [23–25]. У
человека исследования в основном затрагивали
выявление изменений уровня циркулирующего
FGF21 при резкой физической нагрузке или
длительной умеренной физической нагрузке.
При работе с мышами основное внимание было
уделено изучению уровня FGF21 и KLB в раз�
личных тканях, а применяемые формы физи�
ческой нагрузки включали острую физическую
нагрузку, долгосрочный MICT или доброволь�
ное кручение колес. Долгосрочный HIIT предс�
тавляет собой другую популярную форму физи�
ческой нагрузки для снижения веса тела. Лишь в
некоторых работах были изучены FGF21 или
KLB. Настоящая работа является первой рабо�
той, в которой было изучено влияние долгос�
рочных MICT и HIIT на экспрессию FGF21�
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Рис. 1. Вес тела (a), уровни триглицеридов (b) и FGF21 (c) в сыворотке крови; изображение адипоцитов (d) и размер ади�
поцитов (e). За исключением веса тела, все остальные данные были получены после завершения упражнений (n = 6); дан�
ные представлены в виде среднего значения ± S.E.M., * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (С цветным вариантом рисунка
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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KLB в различных тканях. Полученные данные
свидетельствуют в пользу того, что в результате
восьми недель прохождения MICT экспрессия
FGF21 и KLB наиболее всего выражена в пече�
ни, бурой жировой ткани (BAT) и мышцах.

Печень является основным источником
циркулирующего в крови белка FGF21 [26], и
физические упражнения вносят вклад в повы�
шение уровня FGF21 в печени и сыворотке
крови у здоровых людей и мышей [27]. Однако

как у людей, так и у мышей с метаболическими
заболеваниями, такими как ожирение, диабет и
неалкогольное жировое поражение печени,
наблюдается повышение уровня циркулирую�
щего белка FGF21 по сравнению со здоровыми
индивидами, и это может приводить к возник�
новению резистентности к действию FGF21
[28–30]. Вероятно, это связано с тем, что при
метаболических заболеваниях происходит на�
рушение экспрессии KLB в тканях�мишенях и
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Рис. 2. Уровни экспрессии мРНК FGF21 и KLB в печени (a), BAT (b) и мышцах (c) (n = 4–6); результаты представлены в
виде среднего значения ± S.E.M., * p < 0,05, p < 0,01, *** p < 0,001
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Рис. 3. Уровни экспрессии FGF21 и KLB в печени (a), BAT (b) и мышцах (c) (n = 3); результаты представлены в виде сред�
него значения ± S.E.M.; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001



СЮН и др.

ослабление чувствительности к действию
FGF21, образующемуся в печени [31, 32]. Пока�
зано, что MICT в значительной степени повы�
шает экспрессию KLB в печени, мышцах и BAT,
что может содействовать проникновению в
клетки циркулирующих молекул FGF21 и сни�
жению уровня FGF21 в сыворотке крови. Пред�
положено, что может быть направленное дви�
жение FGF21 из печени через кровь к клеткам�
мишеням, и восемь недель MICT может способ�
ствовать более лучшему прохождению по этому
пути образующегося в печени белка FGF21 по
сравнению с HIIT. Это возможный механизм, с
помощью которого физические упражнения
понижают устойчивость клеток к действию
FGF21, вызванную ожирением. Ранее было по�
казано, что физическая нагрузка может инду�
цировать синтез в печени FGF21 через
ATF4/PPARα�опосредованный путь, соотно�
шение глюкагон/инсулин и уровни свободных
жирных кислот (FFA) [33, 34]. На самом деле
имеются противоречивые данные о влиянии
долгосрочной физической нагрузки на пече�
ночный и циркулирующий FGF21 у людей или
мышей с метаболическими расстройствами. В
случае уровня циркулирующего белка, в отдель�
ных работах [35, 36] было показано, что физи�
ческая нагрузка может понижать уровень сыво�
роточного FGF21, в то время как в других рабо�
тах этот факт не нашел подтверждения [37, 38].
В случае печени в одних работах было показа�
но, что физические упражнения могут способ�
ствовать повышению экспрессии FGF21 [39],
но это не было подтверждено в других работах
[40, 41]. Следует особо отметить, что есть неко�
торые методологические проблемы. Во�первых,
мыши получали HFD и подвергались физичес�
ким нагрузкам в течение различного периода
времени. Во�вторых, в этих работах были ис�
пользованы различные формы физических уп�
ражнений, и есть различия в продолжительнос�
ти их использования. Наконец, экспрессия
FGF21 может также меняться в зависимости от
условий питания и циркадных ритмов [42]. В
целом, общепризнанно, что длительная физи�
ческая нагрузка, безусловно, влияет на уровни
FGF21 в печени и т.д., однако механизм этого
явления не ясен.

Бурая жировая ткань (BAT) функционирует
как ткань, вырабатывающая тепло, и как секре�
тирующий орган [43]. В предыдущих работах
было показано, что холод может приводить к
увеличению выхода FGF21 из бурой жировой
ткани и экономии расхода энергии организмом.
Физическая нагрузка может вызывать актива�
цию BAT через PGC1α�FGF21�UCP1, однако
роль физической нагрузки в высвобождении

FGF21 из бурой жировой ткани не была уста�
новлена [44, 45].

Настоящая работа является первым исследо�
ванием, в котором было обнаружено, что про�
должительная умеренная физическая нагрузка
(MICT) может повышать экспрессию FGF21 и
KLB непосредственно в бурой жировой ткани.
Также показано, что долгосрочная HIIT может
повышать экспрессию белка FGF21 (но не KLB)
в BAT, и влияние HIIT на образующийся в BAT
белок FGF21 было слабее, чем влияние MICT.
Недавно было также показано, что FGF21 мо�
жет индуцировать снижение веса тела через
центрально�опосредованный и независимый от
бурой жировой ткани механизм [46]. Это может
стимулировать интерес к метаболизму буровой
жировой ткани. Чтобы определить терапевти�
ческий потенциал бурой жировой ткани как ми�
шени для действия лекарств и бороться с ожире�
нием, в будущих исследованиях возможно сов�
местное изучение механизма действия FGF21,
образующегося в бурой жировой ткани, и физи�
ческой нагрузки.

Мышечные клетки могут секретировать
FGF21 в качестве миокина, что впервые было
обнаружено в 2008 г. [47, 48]. Как правило, мио�
кины непосредственно связаны с физической
нагрузкой, так как мышцы являются основным
двигательным органом. Однако недавние иссле�
дования поставили под сомнение, индуцирует
ли физическая нагрузка экспрессию FGF21 в
мышцах [33, 34], поскольку сохранение соотно�
шения глюкагон/инсулин приводит к блоки�
ровке индукции синтеза FGF21. Это предпола�
гает возможную роль печени, а не мышц, в сек�
реции FGF21 во время физических упражне�
ний. И наоборот, полученные результаты пока�
зывают, что продолжительная умеренная физи�
ческая нагрузка может усиливать в значитель�
ной степени экспрессию FGF21 и KLB в мыш�
цах мышей, страдающих от ожирения. Мы
предполагаем, что наши результаты могут отли�
чаться по нескольким причинам. Во�первых,
митохондриальная дисфункция или резистент�
ность к инсулину, вызванная аномальным мета�
болизмом жиров у мышей, страдающих от ожи�
рения, могут способствовать экспрессии FGF21
в мышцах [49, 50]. Во�вторых, продолжитель�
ность физической нагрузки или тип упражне�
ния могут оказывать влияние. Поэтому необхо�
димо в будущих исследованиях совместно ис�
пользовать долгосрочную MICT и мышей, но�
каутированных по специфичному для мышц ге�
ну FGF21, в различных метаболических условиях
и изучить фактическое влияние MICT на
экспрессию FGF21 и KLB и физиологические
последствия этих изменений.
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Таким образом, в данной работе было прове�
дено сравнение двух наиболее популярных
форм физических упражнений и определение
экспрессии FGF21�KLB. Было показано, что у
мышей, страдающих от ожирения, в целом, наб�
людается более сильный ответ в виде повыше�
ния экспрессии FGF21 и KLB в печени, BAT и
мышцах в результате прохождения ими MICT
по сравнению с HIIT. Между тем, к сожалению,
нам не удалось полностью объяснить специфи�
ческий механизм повышения экспрессии
FGF21 и KLB, так как мы обнаружили лишь из�
менения уровня экспрессии после MICT или
HIIT. Мы предполагаем, что различные формы
расхода энергии между MICT и HIIT могут иг�
рать роль в экспрессии FGF21 и KLB. В недавно
опубликованной работе FGF21 прошел клини�
ческие испытания в качестве лекарства для ле�
чения метаболических заболеваний [51], однако
его связь с физическими упражнениями не была
установлена. Полученные результаты могут
привлечь внимание к понятию, что «физичес�

кие упражнения – это лекарство» и способство�
вать появлению новых идей, касающихся про�
филактики и лечения различных метаболичес�
ких заболеваний. Кроме того, следует рассмот�
реть многие другие формы физических упраж�
нений, такие как длительная тренировка с отя�
гощением и непрерывная физическая нагрузка
высокой интенсивности.
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Fibroblast growth factor 21 (FGF21) and β�Klotho (KLB) play an important role in preventing and treating over�
weight and obesity. However, it is unclear what conditions promote FGF21 and KLB expression in different tissues.
Therefore, we studied the FGF21 and KLB expression related to two forms of exercise: moderate�intensity continu�
ous training (MICT) and high�intensity interval training (HIIT) (two popular ways in weight loss). Mice were ran�
domly divided into three groups (n = 8 per group): MICT, HIIT, and sedentary lifestyle (SED). All mice were fed a
high�fat diet (HFD) for 12 weeks to induce obesity. The exercise was performed on a motorized treadmill for anoth�
er eight weeks and the diet continued in each group. We found that both MICT and HIIT had positive effects on the
loss of HFD�induced body weight and serum FGF21 levels. HIIT can better decrease body weight and serum triglyc�
eride (TG) levels, while MICT was more effective at promoting FGF21 and KLB expression in the liver, brown adi�
pose tissue (BAT), and muscle at the mRNA and protein levels.

Keywords: MICT, HIIT, FGF21, KLB, expression
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Конечная стадия хронической болезни почек (ESRD) является патологическим состоянием, которое соп�
ровождается воспалительными процессами, повышенным окислительным стрессом и ассоциируется с рис�
ком возникновения сердечно�сосудистых осложнений и коагулопатий. В настоящей работе проведен ана�
лиз структуры фибриногена, выделенного из образцов крови больных с ESRD, находящихся на перитоне�
альном диализе, и охарактеризован образующийся из него фибрин. Показано, что фибриноген, получен�
ный от больных, отличается от фибриногена у здоровых людей высокой степенью карбонилирования. Наи�
более подверженной окислению оказалась Aα�цепь, затем следовала Bβ�цепь. В то же время γ�цепь оказа�
лась наиболее устойчивой к окислению. На основании результатов спектрофлуометрического анализа пред�
положено, что у больных происходит дополнительная модификация боковых цепей аминокислотных остат�
ков фибриногена. При этом пространственная структура фибриногена изменяется в большей степени по
сравнению со вторичной структурой. При сравнении тестируемых групп не выявлено значительных разли�
чий в продолжительности и скорости (кинетика) коагуляции фибриногена. Фибрин, образующийся из вы�
деленного фибриногена, имел сходную структуру в обеих группах. Полученные результаты подтверждают,
что у пациентов с ESRD, находящихся на перитонеальном диализе, происходит окисление молекулы фиб�
риногена и изменения её структуры. В то же время эти структурные изменения не влияли непосредственно
на процесс образования фибрина. Принимая во внимание тот факт, что некоторые больные страдают от
кровотечения, в то время как у других наблюдаются тромбоцитические осложнения, необходимы дальней�
шие исследования в этой области, чтобы выявить другие компоненты и процессы, которые вносят вклад в
исход заболевания.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фибриноген, окисление, структура белка, свертывание крови.
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ВВЕДЕНИЕ

Конечная стадия хронической болезни по�
чек (ESRD) – это состояние, сопровождающе�
еся повышенным воспалением и окислитель�
ным стрессом [1]. Как следствие, значительно
возрастает риск развития сердечно�сосудистых

осложнений, что является основной причиной
смертности у пациентов с ESRD [2]. Многие
факторы свертывания крови, которые способ�
ствуют атеросклерозу, при ESRD повышены, в
том числе фибриноген, факторы свертывания
крови VII, VIII и XIII [3]. В то время как некото�
рые пациенты страдают от кровотечений, у дру�
гих развиваются тромботические осложнения.
Механизмы, приводящие к тому или иному ре�
зультату, все еще не до конца понятны [4], и по�
этому необходимы дальнейшие исследования в
этой области.

Пациенты, которые подвергаются гемодиа�
лизу или перитонеальному диализу, испытыва�
ют усиленный окислительный стресс, уровень
которого зависит от состава растворов, исполь�
зуемых для диализа. При этом было обнаружено

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ESRD – конечная стадия
хронической болезни почек (end�stage renal disease); ROS –
активные формы кислорода (reactive oxygen species); PD –
peritoneal dialysis; BCA – бицинхониновая кислота (bicin�
choninic acid); DNP – 2,4�динитрофенилгидразин (2,4�
dinitrophenyl hydrazine); CD – круговой дихроизм (circular
dichroism); SEM – сканирующая электронная микроско�
пия (scanning electron microscopy); PCO – карбонильные
группы белков (protein carbonyl groups).

* Адресат для корреспонденции.
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как увеличение продукции активных форм кис�
лорода (АФК), так и снижение антиоксидант�
ной способности [5]. Кроме того, сообщалось,
что пациенты, проходящие процедуру перито�
неального диализа, имеют более протромботи�
ческий профиль по сравнению с пациентами,
находящимися на гемодиализе [6].

Фибриноген (фактор свертывания крови I)
представляет собой большой гликопротеин
плазмы крови с мол. массой 340 кД. В основном
он экспрессируется при первичном и вторичном
гемостазе [7] и состоит из двух Aα�, двух Bβ� и
двух γ�цепей. В целом, его структуру можно
представить в виде (Aα�Bβ�γ)2. Коагуляционные
свойства этого белка могут изменяться вслед�
ствие изменения его концентрации, структур�
ной или химической модификации, включая
окисление белка или изменение картины его
гликозирования [8, 9]. Повышенная концентра�
ция и окисление фибриногена были обнаруже�
ны у пациентов с хроническим заболеванием
почек [10], и это влияло как на образование, так
и на свойства фибрина.

Несмотря на то, что ранее было показано,
что фибриноген подвержен окислению [11],
имеющиеся данные о последствиях этого изме�
нения для функционирования фибриногена
противоречат друг другу. Согласно некоторым
авторам [12], окисленный модифицированный
фибриноген приобретает тромбогенные свой�
ства. Однако другие исследователи считают, что
при определенных условиях, когда наблюдается
повышенный окислительный стресс, фибрино�
ген становится более способным лизировать
тромбы и, следовательно, вызывать повышен�
ный риск кровотечения [13]. В исследованиях,
проведенных до настоящего времени по форми�
рованию и свойствам сгустка крови у пациентов
с ESRD с использованием образцов цельной
крови или плазмы [14, 15], была подтверждена
тромбогенная природа сгустка. Чтобы исклю�
чить влияние различных компонентов крови и
терапевтических препаратов на полученные ре�
зультаты, целью данного исследования было
анализ специфических изменений структуры
фибриногена, выделенного из плазмы пациен�
тов с ESRD, и изучение возможного влияния
этих изменений на процесс образования фибри�
на и его свойства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы. Образцы крови (n = 50, 25 мужчин,
25 женщин, возраст от 22 до 87 лет) были взяты
у больных с диагнозом ESRD, которых регуляр�
но подвергали процедуре перитонеального диа�

лиза (PD) в Сербском клиническом центре.
Всем больным, обследованным в данной работе,
был поставлен диагноз хроническое заболева�
ние почек 5�й степени. Все они проходили оди�
наковое заместительное лечение почек, т.е. пе�
ритонеальный диализ, в течение более шести
месяцев. На протяжении трех месяцев перед за�
бором крови ни у одного из пациентов не было
зарегистрировано ни одного случая тромбоза
или кровотечения. Кровь собирали в пробирку с
антикоагулянтом (лимонной кислотой) рано ут�
ром перед проведением процедуры диализа.

Исходя из индивидуальных потребностей,
все пациенты получали в качестве плановой те�
рапии карбонат кальция, витамин D, эритропоэз�
стимулирующий агент, блокатор рецепторов ан�
гиотензина II, ингибитор ангиотензин�превра�
щающего фермента и блокатор кальциевых ка�
налов. Критерием исключения было наличие
любой ранее известной аномалии при коагуля�
ции. Исследование было проведено в соответ�
ствии с Хельсинкской декларацией и Руковод�
ством по этическим принципам для медицинс�
ких исследований с участием людей, и оно было
одобрено Советом по этическим нормам клини�
ческого центра Сербии и INEP (приказ
№ 890/8). Образцы плазмы получали центрифу�
гированием при 3500 об/мин в течение 5 мин че�
рез 1 ч после отбора проб. Контрольная группа
(H) состояла из здоровых людей соответствую�
щего пола и возраста (n = 30, 14 мужчин, 16 жен�
щин, возраст 30–85 лет). Перед выделением
фибриногена были проведены рутинный биохи�
мический и гематологический анализы образ�
цов.

Выделение фибриногена. Фибриноген выде�
ляли из плазмы крови путем его осаждения при
насыщении сульфатом аммония до конечной
концентрации соли, равной 20%. Образцы цент�
рифугировали на центрифуге Eppendorf
Minispin при 10 000 об/мин в течение 5 мин. По�
лученный осадок промывали 20%�ным сульфа�
том аммония в 50 мМ PBS, pH 7,4. Затем фибри�
ноген растворяли в 50 мМ PBS и его чистоту оп�
ределяли с помощью электрофореза. Концент�
рацию полученного фибриногена определяли с
помощью набора с BCA («Thermo Fisher
Scientific», США). В различных экспериментах
использовали фибриноген в концентрациях, со�
ответствующих определенным условиям.

Определение карбонильных групп белков. Об�
разцы фибриногена (в конечной концентра�
ции, равной 14,7 мкМ) инкубировали с 2,4�ди�
нитрофенилгидразином (DNP), который взаи�
модействует с карбонильными группами в мо�
лекуле белка (PCO), в соответствии с опублико�
ванным ранее методом [16]. Обработанный
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фибриноген анализировали путем электрофо�
реза в 10%�ом полиакриламидном геле в прису�
тствии додецилсульфата натрия (SDS�PAGE) в
восстанавливающих условиях. После заверше�
ния электрофореза белки переносили на нитро�
целлюлозную мембрану, окрашивали красите�
лем Ponceau S и исследовали с помощью имму�
ноблоттинга с использованием кроличьих ан�
тител против DNP («Sigma», Германия), конъ�
югированных с пероксидазой хрена вторых ан�
тител против кроличьих IgG («AbD», Велико�
британия), и реагента для усиления хемилюми�
несценции («Pierce Biotechnology», США). Бел�
ки визуализировали на основе денситометри�
ческого анализа с помощью программы Image
Master TotalLab («Amersham BioSciences», Вели�
кобритания). Значения интенсивности окра�
шивания, полученные при иммуноблоттинге,
нормализовали относительно значений интен�
сивности окрашивания, полученных с по�
мощью Ponceau S.

Спектрофлуориметрический анализ полученC
ного препарата фибриногена. Были приготовлены
два набора образцов фибриногена: от здоровых
людей (H) и больных, подвергающихся процеду�
ре диализа (PD). Каждый набор образцов содер�
жал равные количества фибриногена. Наборы
фибриногена (конечная концентрация белка
была равна 20 нM) анализировали с использова�
нием спектрофлуориметра FluoroMax®�4
(«HORIBA Scientific», Япония) с шириной щели
возбуждения и эмиссии, равной 5 нм. Спектры
регистрировали в диапазоне длин волн 310–400 нм
(после возбуждения остатков триптофана в мо�
лекуле фибриногена при 295 нм) и корректиро�
вали относительно фонового сигнала, вызванно�
го буфером 50 мМ PBS, pH 7,4.

Анализ фибриногена с помощью метода спектC
рометрии кругового дихроизма (CD). Спектры
кругового дихроизма (КД) двух наборов препа�
ратов фибриногена, приготовленных так же, как
в случае спектрофлуориметрии (конечная кон�
центрация 3 мкМ), регистрировали на спектро�
поляриметре J�815 («Jasco», Япония). КД�спект�
ры в дальнем ультрафиолете (Far�UV CD spec�
tra), используемые для анализа вторичной
структуры белков, регистрировали в диапазоне
длин волн 185–260 нм при скорости сканирова�
ния 50 нм/мин с использованием ячейки с опти�
ческой длиной волны 0,1 мм и накоплением
трех сканов. Спектры кругового дихроизма в
близком ультрафиолете (Near�UV CD spectra),
которые используются для определения прост�
ранственной структуры белка, регистрировали в
диапазоне длин волн 250–350 нм при скорости
сканирования 50 нм/мин, используя ячейку с
длиной оптического пути, равной 10 нм, и про�

изводя запись трех последовательных сканов.
Полученные спектры КД в дальнем ультрафио�
лете анализировали с помощью программы
CDPro.

Определение времени свертывания выделенC
ного фибриногена. Коагуляционный анализ про�
водили при комнатной температуре в микроп�
ланшете для титрования. Тромбин (1 IU/мл, ко�
нечная концентрация) добавляли к фибриноге�
ну (индивидуальные образцы, конечная концен�
трация белка в 50 мМ PBS, дополненном 2,2 мМ
CaCl2, равна 2,9 мкМ). Полученные образцы не�
медленно помещали на прибор Victor3V multil�
abel reader, снабженный орбитальным шейкером
(«Perkin Elmer», США). Процесс коагуляции ре�
гистрировали при длине волны 350 нм в течение
8 мин с интервалом 10 с [17]. Полученные дан�
ные корректировали относительно контроля,
содержащего все компоненты за исключением
фибриногена. Скорость и время коагуляции
вместе с изменениями максимальных значений
поглощения, отражающих толщину фибрилл,
определяли согласно уравнению: A350 = f(вре�
мя), как было описано ранее [18].

Определение толщины фибрилл. Для проведе�
ния сканирующей электронной микроскопии
(SEM) были приготовлены гели с использова�
нием объединенного препарата фибриногена,
приготовленного так же, как в случае спектро�
флуориметрии (11,8 мкМ в 50 мМ PBS, допол�
ненном 2,2 мМ CaCl2), и тромбина (1 IU/мл).
После лиофилизации на образцы фибрина на�
пыляли золото и проводили сканирование с по�
мощью сканирующего электронного микроско�
па JSM 6390LV scanning electron microscope
(«JEOL», США). Полученные изображения изу�
чали с помощью программы ImageJ («NIH»,
США) и толщину фибрилл измеряли в несколь�
ких частях каждого изображения.

Статистическая обработка данных. Получен�
ные результаты представлены в виде медиан с
рангом 2,5 и 97,5 процентиля. Сравнение дан�
ных двух групп образцов проводили с использо�
ванием U�критерия Манна–Уитни. Различия
считали достоверными при значениях p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биохимическая и гематологическая характеC
ристика полученных образцов. Основные данные
по биохимическим и гематологическим показа�
телям образцов фибриногена, полученных от
здоровых людей (H) и больных с ESRD, подвер�
гающихся перитонеальному диализу (PD)
представлены в табл. 1. Аналогично результатам
других авторов [14], нами также было показано,
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что у больных, подвергающихся перитонеально�
му диализу, изменяются концентрации многих
анализируемых веществ, что сказывается на их
состоянии.

Определение содержания карбонильных групп
в цепях фибриногена. В результате проведения
реакции между образцами выделенного препа�
рата фибриногена и динитрофенилгидразином
(DNP) и последующего электрофореза белков в
восстанавливающих условиях (SDS�PAGE) и
иммуноблоттинга с антителами против DNP
было показано, что фибриноген, выделенный из
крови больных с ESRD, характеризуется значи�
тельно большим содержанием карбонильных
групп по сравнению с фибриногеном, получен�
ным от здоровых людей. На рис. 1, а (вместе с
необработанными DNP образцами в качестве
контроля) представлен репрезентативный им�
муноблот, полученный с помощью антител про�
тив DNP. Результаты денситометрии иммуно�
блотов и статистическая обработка значений
интенсивности сигналов для всех образцов по�
казаны на рис. 1, b. Все значения сигналов им�
муноблотов были нормализованы относительно
сигналов общего белка, полученных при окра�
шивании мембран красителем Ponceau S. В со�
ответствии с ранее сообщенными повышенны�
ми концентрациями конечных продуктов окис�

ления у пациентов с ESRD, подвергнутых пери�
тонеальному диализу [10, 19, 20], нами было по�
казано, что фибриноген был одной из модифи�
цированных молекул. Как можно видеть на рис. 1,
а, больше всего окислению подвержена Aα�
цепь фибриногена, за которой следует Bβ�цепь.
В то же время γ�цепь устойчива к действию ак�
тивных форм кислорода.

Разницу в восприимчивости цепей фибри�
ногена к окислению можно объяснить различ�
ными первичными структурами этих полипеп�
тидов, а также различной стерической доступ�
ностью специфических групп, способных взаи�
модействовать с АФК. Сравнение содержания
карбонильных групп в отдельных цепях фибри�
ногена (рис. 1, с) выявило увеличение содержа�
ния PCO в Aα� и Bβ�цепях в группе больных на
50 и 60% соответственно. В случае карбонили�
рования γ�цепи существенной разницы между
двумя группами не обнаружено. Окисление
фибриногена может влиять на его функциони�
рование, что было показано в случае больных с
диабетом [21], циррозом [22] и инфарктом мио�
карда [23]. Также предполагается, что окисли�
тельная модификация играет важную роль в раз�
витии сердечно�сосудистых заболеваний у боль�
ных с ESRD, проходящих процедуру гемодиали�
за [24]. Окисленный фибриноген часто демон�
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Концентрация

Возраст

Мужчины

Женщины

Общий белок (г/л )

Альбумин (г/л)

C�реактивный белок мг/л)

Фибриноген (г/л)

Мочевина (ммоль/л)

Креатинин (мкмоль/л)

Мочевая кислота (мкмоль/л)

Натрий (ммоль/л)

Калий (ммоль/л)

Фосфат (ммоль/л)

Кальций (ммоль/л)

Железо (мкмоль/л)

Эритроциты (1012)

Гемоглобин (г/л)

Гематокрит (л/л)

Таблица 1. Биохимический и гематологический анализ образцов, полученных от здоровых людей (H) и больных с ESRD,
проходящих процедуру перитонеального диализа (PD)

Различия, величина p

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,012

0,23

0,72

<0,001

0,72

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

Группа PD, n = 50

22–87

25

25

64 (55–77)

37 (28–44)

6,0 (0,7–124,0)

4,5 (2,9–7,0)

16,1 (8,5–26,0)

668 (384–997)

310 (218–471)

138 (131–143)

4,3 (3,2–5,6)

1,4 (0,8–2,4)

2,3 (1,8–2,8)

11,5 (7,6–19,7)

3,4 (0,3–4,3)

103 (72–129)

0,31 (0,03–0,41)

Группа H, n = 30

30–85

14

16

72 (68–77)

44 (40–49)

2,2 (1,1–3,8)

3,5 (2,9–4,0)

5,1 (4,3–6,1)

81 (48–109)

230 (132–375)

140 (137–142)

4,4 (3,9–4,5)

0,9 (0,8–1,0)

2,3 (2,1–2,4)

17,6 (9,8–21,5)

4,5 (4,2–5,3)

141 (125–166)

0,40 (0,36–0,47)
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стрирует тромбогенные свойства, так как фор�
мируемый им сгусток имеет более тонкие фиб�
риллы и является менее пористым и поэтому
менее проницаемым для фибринолитических
агентов [25]. В то же время иногда фибриллы
фибрина и поры в сгустке, образующемся на ос�
нове окисленного фибриногена, не отличаются
от фибрилл и пор нативного белка, хотя сгустки
демонстрируют меньшую пористость [22].
Окисление белка может оказывать влияние на
вторичную и пространственную структуру фиб�
риногена и соответственно влиять на его свой�
ства и поведение.

Анализ полученного препарата с помощью меC
тода спектрофлуориметрии и спектрометрии круC
гового дихроизма (КД). Были получены спектры
эмиссии флуоресценции фибриногена, полу�
ченного от двух наборов образцов (группы H и
PD). Максимум эмиссии для обеих групп распо�
лагался при длине волны 344 нм (рис. 2, a), од�
нако интенсивность максимальной внутренней
эмиссии в группе PD была снижена на 17 % по
сравнению с группой H. Это снижение интен�
сивности может являться следствием несколь�
ких событий: изменений в химическом микро�
окружении остатков триптофана (т.е. увеличе�
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Рис. 1. а – Репрезентативный иммуноблот, полученный с использованием антител против DNP, в случае выделенного
фибриногена, необработанный динитрофенилгидразином (nd: non�derivatised) и обработанного DNP (d: derivatised), по�
лученного от здоровых людей (H1�6) и больных с ESRD, подвергнутых перитонеальному диализу (PD1�6); b – cтатисти�
ческий анализ значений интенсивности сигнала антител против DNP для всех образцов фибриногена, нормализованных
относительно сигнала общего белка, полученных при окрашивании мембран красителем Ponceau; с – статистический
анализ значений интенсивности сигнала антител против DNP для отдельных цепей всех образцов фибриногена. Данные
в боксах колеблются от 25 до 75�ого процентиля, нижние границы данных колеблются от 25�й до 5�й процентиля, тогда
как верхние данные колеблются от 75�го до 95�го процентиля; горизонтальные полосы в боксах представляют медианы,
звездочки определяют 1�й и 99�й процентиль, верхние горизонтальные полосы определяют максимальные значения, тог�
да как нижние горизонтальные полосы определяют минимальные значения
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ния экспонирования остатка триптофана в раст�
воритель вследствие конформационных изме�
нений белка), тушения эмиссии остатка трипто�
фана вновь образованными флуорофорами
(вследствие карбонилирования молекулы фиб�
риногена) и/или окисления остатков триптофа�
на [9] и последующей утраты способности вы�
зывать эмиссию флуоресценции после её воз�
буждения [26, 27].

На основе результатов, полученных при ре�
гистрации спектров кругового дихроизма в ульт�
рафиолетовой области (рис. 2, b и с), были уста�
новлены небольшие различия в пространствен�
ной и вторичной структуре образцов фибрино�
гена из обеих групп. Наиболее явные различия
наблюдали при записи спектров КД в ближнем
ультрафиолете.

С помощью программного пакета CDPro
были произведены расчеты, основывающиеся
на ограниченном количестве данных. Было по�
лучено на основе анализа спектров КД в даль�
нем ультрафиолете, что содержание α�спирали,
доминирующего типа вторичной структуры в
молекуле фибриногена, было равно 33% в груп�
пе H и 34% в группе PD. На основе анализа ре�
зультатов спектрометрии как в дальнем, так и
ближнем ультрафиолете (вторичная и простран�
ственная структура белка соответственно) мож�
но предположить, что пространственная струк�
тура фибриногена у больных в большей степени
изменена по сравнению со вторичной структу�
рой, так как различия в спектрах КД в ближнем
ультрафиолете выражены более значительно по
сравнению с различиями спектров КД в дальнем
ультрафиолете. Также было показано, что как
Aα�, так и Bβ�цепи фибриногена подвержены
окислительной модификации. Аминокислот�
ные остатки, которые подвергаются окислению
в этих двух типах цепей, располагаются внутри

всех элементов их структуры. В связи с тем, что
Aα�цепь особенно подвержена окислению, и в
особенности этим отличается её концевой αC�
домен, можно предположить, что изменения
пространственной структуры фибриногена мо�
гут быть вызваны в основном в результате изме�
нений, происходящих в Aα�цепи. Окисление
многих аминокислотных остатков в αC�доменах
приводит к ослаблению взаимодействий связи
αC�αC и, как следствие, к возникновению
структурных изменений [28].

Коагуляционный анализ выделенного фибриC
ногена. Результаты определения продолжитель�
ности и скорости коагуляции фибриногена в
присутствии тромбина свидетельствуют о том,
что нет различий между двумя группами, и это
можно видеть в табл. 2. Временная диаграмма
процесса коагуляции представлена на рис. 3.
Скорость коагуляции определяли по углу накло�
на начальной скорости процесса. Время коагу�
ляции – это время, за которое достигается поло�
вина максимальной величины оптического пог�
лощения. Изменения максимального значения
оптического поглощения определяли при завер�
шении определения времени и скорости коагу�
ляции. Все три параметра отчетливо показаны
на рис. 3.

В предыдущих работах, посвященных изуче�
нию процесса коагуляции у больных с ESRD,
использовали цельную кровь или плазму [14,
15]. Обычно на основании данных о повышен�
ной концентрации фибриногена делали вывод о
том, что такие больные находятся в группе рис�
ка образования тромбов [29]. В настоящей рабо�
те с использованием одинаковых концентраций
выделенного фибриногена из всех тестируемых
образцов не было обнаружено значительных
различий между параметрами коагуляции в двух
изученных группах (у пациентов с ESRD и здо�
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Рис. 2. Структурный анализ фибриногена, полученного от здоровых людей (H) и больных с ESRD, проходящих процеду�
ру перитонеального диализа (PD), с помощью (a) спектрофлуориметрии, (b) кругового дихроизма в ближнем ультрафио�
лете и (c) кругового дихроизма в дальнем ультрафиолете. (С цветными вариантами рис. 2 и 3 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте:  http://scincejournals.ru/yournal/biokhsm/
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ровых людей). В таком выбранном нами типе
эксперимента, не только удалялись различия,
которые могли быть связаны с различиями в
концентрации белка, но также исключалось
влияние других факторов, которые имеются в
крови (например, другие компоненты каскада
свертывания крови, лекарства и т.д.). Идея на�
шего исследования заключалась в том, чтобы
изучить влияние исключительно фибриногена.
Согласно полученным нами результатам, окис�
ленный фибриноген не оказывает прямого вли�
яния на процесс образования фибрина при
ESRD. Таким образом, можно предположить,
что кроме химических изменений (т.е. окисле�
ние и карбамилирование [30]) и модификации
структуры фибриногена у больных с ESRD, про�
ходящих процедуру перитонеального диализа,
изменения других факторов коагуляции могут
действовать синергично, приводя к возможной
коагулопатии.

Для изучения структуры фибрилл фибрина,
образующихся из выделенного фибриногена,

использовали сканирующую электронную мик�
роскопию. На рис. 4 показаны два репрезента�
тивных примера полученных изображений. 

Результаты сканирующей электронной мик�
роскопии соответствуют данным коагуляцион�
ного анализа, поскольку на изображениях пока�
заны сходные сгустки в двух группах образцов
при условии, что для формирования фибрина
были взяты равные количества полученного
фибриногена. Известно, что более толстые фиб�
риллы фибрина могут коррелировать с большей
пористостью и более быстрым лизисом [22, 31].
Значения максимального оптического поглоще�
ния при 350 нм в нашем эксперименте, которые
зависят от толщины фибрилл, были идентичны
в обеих исследованных группах (табл. 2), и этот
результат нашел свое подтверждение при рас�
смотрении изображений, полученных с по�
мощью сканирующей электронной микроско�
пии, на которых видны фибриллы фибрина
сходной толщины.

Aα� и Bβ�цепи фибриногена являются ос�
новными участниками процесса образования
фибрина после активации тромбином. После
удаления A� и Б�пептидов фибрина происходит
промежуточное и боковое объединение моно�
меров фибрина. Далее в латеральную агрегацию
мономеров фибрина вносят вклад αC�домены
[7]. Интенсивное окисление Aα� и Bβ�цепей,
сопровождающееся изменениями во вторичной
и пространственной структуре, может влиять на
свойства фибрина. Это предположение не было
подтверждено в нашей работе, что позволило
нам предположить, что модификация молекулы
фибриногена и их влияние на эту молекулу яв�
ляются специфичной для этой патологии. Необ�
ходимы дальнейшие исследования на молеку�
лярном уровне для выявления механизмов, ко�
торые ответственны за аномалии процесса коа�
гуляции в различных патологиях, ассоцииро�
ванных с коагуляцией.

В экспериментах с образцами плазмы крови
или выделенного фибриногена, полученных от
больных с заболеваниями печени, было показа�
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Параметр коагуляции

Время коагуляции (s)

Скорость коагуляции (ΔA/мин)

Изменение максимальной
величины оптического
поглощения при 350 нм

Таблица 2. Коагуляционные свойства фибриногена, выделенного из крови здоровых людей (H) и больных с ESRD, про�
ходящих процедуру перитонеального диализа (PD)

Различия, величина p

0,857

0,389

0,617

Группа PD, n = 50

53,0 (38,4–71,8)

0,030 (0,010–0,045)

0,038 (0,032–0,057)

Группа H, n = 30

51,0 (27,9–77,5)

0,035 (0,018–0,054)

0,038 (0,026–0,053)

Рис. 3. Временная диаграмма процесса коагуляции в слу�
чае репрезентативных образцов из каждой группы: здоро�
вые люди (H) и больные с ESRD, проходящие процедуру
перитонеального диализа (PD)
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но, что карбонилированный фибрин способ�
ствует созданию более гидрофобного микроок�
ружения, которое приводит к снижению его по�
ристости даже в том случае, когда структура
сгустка не изменяется [25]. Это может также
быть одним из свойств фибрина у больных с
ESRD, у которых фибриноген был в большей
степени карбонилирован, однако при этом не
происходило значительных изменений в струк�
туре фибрина. Известно, что у больных с хрони�
ческими заболеваниями почек карбамилирова�
ние фибриногена приводит к возникновению
устойчивости фибрина к деградации, вызванной
плазмином, и к снижению его механической
стабильности [30]. В настоящий момент не ясна
роль каждой из этих химических модификаций
в обнаруживаемых изменениях структуры фиб�
риногена. Так как фибриноген очень подвержен
окислению [11], и ESRD является состоянием,
которое сопровождается повышенным окисли�
тельным стрессом, можно предположить, что
окисление является основной химической мо�
дификацией, ответственной за обнаруженные
изменения. Очевидно, что очень сложный
комплекс взаимодействий между различными
факторами, которые могут иметь измененную
концентрацию или структуру, обуславливает ос�
ложнения в процессе свертывания крови, наб�
людаемую у больных с ESRD, проходящих про�
цедуру перитонеального диализа. Поэтому не�
обходимы дальнейшие исследования в этой об�
ласти и, в особенности, касательно роли отдель�
ных компонентов этого процесса. Так как ESRD

у некоторых больных сопровождается кровоте�
чением, а у других приводит к тромботическим
осложнениям [32], необходимы дополнитель�
ные исследования механизмов, приводящих к
тому или иному исходу. Полученные нами ре�
зультаты предоставляют детальные сведения,
касающиеся изменений структуры ключевого
белка процесса свертывания крови, каким явля�
ется фибриноген.

Показано, что фибриноген, выделенный из
крови больных с ESRD, проходящих процедуру
перитонеального диализа, отличается повы�
шенным содержанием карбонильных групп,
особенно в его Aα� и Bβ�цепях, и измененной
вторичной и пространственной структурой.
Время и скорость его коагуляции, а также тол�
щина фибрилл у больных и здоровых людей не
различаются, что подразумевает то, что фибри�
ноген, подвергшийся окислительной модифи�
кации, не оказывает прямого влияния на ско�
рость образования фибрина. Полученные нами
результаты говорят о том, что другие факторы,
кроме окисления фибриногена, оказывают вли�
яние на поведение этого белка у больных с
ESRD, особенно если принять во внимание тот
факт, что при таком патологическом состоянии
регистрируются как кровотечение, так и тром�
боз.

Финансирование. Работа выполнена при фи�
нансовой поддержке Министерства образова�
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Рис. 4. Репрезентативные изображения, полученные с помощью сканирующей электронной микроскопии (SEM) фиб�
рилл фибрина, образующихся из фибриногена, полученного от (a) здоровых людей и (b) больного с ESRD, проходящего
процедуру перитонеального диализа
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An end�stage renal disease (ESRD) is a condition accompanied by increased inflammation, oxidative stress, risk of
cardiovascular complications and coagulopathies. The structure of fibrinogen, isolated from plasma samples from
ESRD patients on peritoneal dialysis, was investigated in this study, together with characteristics of its fibrin. A high�
er degree of carbonylation was detected on fibrinogen from patients than from healthy persons. The Aα chain was the
most susceptible to oxidation, followed by the Bβ chain, whereas the γ�chain was the most resistant. The spectroflu�
orimetric analysis suggested that additional modification of the amino acid side chains occurred in fibrinogen from
patients. The tertiary structure of fibrinogen was more affected than the secondary. The time and the speed (kinetics)
of fibrinogen coagulation did not differ between the tested groups. Fibrin prepared from isolated fibrinogen had a sim�
ilar structure in both groups. Our results confirm that oxidation and structural alterations of fibrinogen occur in ESRD
patients on peritoneal dialysis, although direct consequences on fibrin formation were not seen. Taking into account
that some patients suffer from bleeding, whereas others develop thrombotic complications, further research on this
subject is required to map other involved components and processes which contribute to the outcome.
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Полвека назад была предложена концепция «электрических кабелей» клетки, участвующих в её биоэнерге�
тических процессах [Skulachev, V. P. (1971) Curr. Top. Bioenerg., Elsevier, p. 127�190]. В течение многих десяти�
летий считалось, что эту функцию выполняют исключительно мембранные стртуктуры клетки, причём
только для переноса электрохимического трансмембранного потенциала. Однако в последние десять–пят�
надцать лет был обнаружен новый тип «электрических кабелей» живой клетки. В 2005 г. были открыты «на�
нопровода» (электропроводящие пили) металл� и сульфатредуцирующих бактерий, обеспечивающие про�
текание электрического тока в масштабах десятков микрометров [Reguera, G. et al. (2005) Nature, 435, 1098�
1101]. Ещё через пять лет были открыты бактериальные электрические токи, циркулирующие в простран�
ственных масштабах порядка сантиметров [Nielsen, L. P. et al. (2010) Nature, 463, 1071�1074]. Новая группа
бактерий, обеспечивающих протекание электрических токов на макроскопические расстояния, позже по�
лучила название «кабельных бактерий». Нанопровода и проводящие структуры кабельных бактерий служат
решению специфической задачи мембранной биоэнергетики – задачи соединения двух полуреакций окис�
лительно�восстановительной реакции. Иными словами, в отличие от мембранных «кабелей» функция элек�
трических проводов этого типа – не передача готовой «энергетической валюты», а перенос электронов в хо�
де её генерации в процессах окислительного фосфорилирования. Наиболее удивительной представляется
белковая природа некоторых из обнаруженных бактериальных проводов, на которую указывают последние
данные, поскольку о белковых проводах для дальнего транспорта электронов в живых системах ранее не бы�
ло известно.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: концепция «электрических кабелей» клетки, нанопровода, Geobacter sulfurreducens,
кабельные бактерии.
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ВВЕДЕНИЕ

Основные биоэнергетические процессы
клетки связаны с протеканием электрических
токов. Как окислительное фосфорилирование,
так и фотофосфорилирование включают пере�
нос электронов от восстановителя к окислите�
лю, которые пространственно разделены. С пе�
реносом электронов сопряжён перенос прото�
нов через мембрану. В результате трансмембран�
ного переноса протонов возникает трансмем�
бранный протонный электрохимический по�
тенциал (ΔμH+), который вызывает другие ион�
ные токи через мембрану, а также распространя�
ется далее вдоль мембраны. Распространение

ΔμH+ также представляет собой электрический
ток, только уже в направлении вдоль мембраны,
а не поперёк.

Из перечисленных электрических токов
только для последнего, как правило, характер�
ны пространственные масштабы циркулирова�
ния порядка микрометров и более. Когда пол�
века назад В.П. Скулачевым была предложена
концепция «электрических кабелей» живой
клетки, ответственных за транспорт энергии
между пространственно отдалёнными генера�
тором и потребителем [1], она предполагала в
качестве электрического тока именно перенос
ΔμH+ вдоль мембран. Впоследствии были най�
дены примеры переноса ΔμH+ на макроскопи�
ческие расстояния (порядка миллиметров) у
бактерий, простейших и животных [2]. Подроб�
ное описание зарождения концепции «электри�
ческих кабелей» живой клетки, её эксперимен�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ΔμH+ – трансмембранный
протонный электрохимический потенциал, ЭТЦ – элек�
трон�транспортная цепь.
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тального обоснования и наиболее ярких приме�
ров было приведено в первой части настоящего
обзора [3].

Что же касается протонного и электронного
токов в дыхательной или фотосинтетической
электрон�транспортной цепи (ЭТЦ), то харак�
терные для них пространственные масштабы
гораздо меньше. Транспорт электронов с по�
мощью растворимых переносчиков – напри�
мер, белков пластоцианина или цитохрома c –
происходит, как правило, в пределах от единиц
нанометров в суперкомплексах [4] до единиц
микрометров при пространственно разделён�
ных комплексах в тилакоидной мембране [5].
Сопряжённый с ним транспорт протонов про�
исходит на расстояниях порядка толщины
мембраны, т.е. единиц нанометров; примерно
такое же расстояние типично для переноса
электрона на участке ЭТЦ внутри белка [6, 7].
Тем не менее среди всего разнообразия условий
обитания живых организмов встречаются и та�
кие, при которых доноры и акцепторы электро�
на находятся на достаточном удалении друг от
друга в окружающей среде, и их использование
организмом в энергодонорной окислительно�
восстановительной реакции требует ЭТЦ зна�
чительно бóльших пространственных размеров.
Такая ситуация возникает, например, при так
называемом внеклеточном дыхании, когда ко�
нечный акцептор по каким�либо причинам не
может быть поглощён клеткой, и его восстанов�
ление происходит внеклеточно [8]. Клетка
часто решает эту проблему использованием
«электронных челноков» – соединений, кото�
рые выделяются во внеклеточную среду и могут
быть затем окислены конечными неорганичес�
кими акцепторами, содержащимися в окружа�
ющей среде [9].

Однако в течение последних полутора деся�
тилетий были обнаружены белковые структуры,
осуществляющие гораздо более эффективный
перенос электронов из клетки во внешнюю сре�
ду или вдоль поверхности клеток на значитель�
ные расстояния. В 2005 г. были открыты элект�
ропроводящие пили у некоторых металл� и
сульфатредуцирующих бактерий, передающие
электрический ток на расстояния порядка еди�
ниц–десятков микрометров [10]. Здесь необхо�
димо сказать о правомерности использования
термина «пили», который традиционно исполь�
зовали для обозначения разнообразных ните�
видных придатков на поверхности бактерий и
архей. Название клеточной структуры дало наз�
вание одному из составляющих её белков — пи�
лину. Однако в настоящее время в терминоло�
гии возникает обратное движение: термин «пи�
ли» предлагается использовать исключительно

для придатков, построенных из пилина. В то же
время электропроводящие нитевидные придат�
ки бактериальной клетки могут обладать раз�
личной химической природой. В данной статье
для внеклеточных электрически проводящих
филаментов мы используем термин «нанопро�
вода», введенный Regula et al. [10], а также «пи�
ли�подобные придатки». Однако термин «пили»
также широко используется в данной статье в
своём традиционном значении – в качестве об�
щего термина для нитевидных выростов на по�
верхности клетки.

Через пять лет, в 2010 г., были открыты бак�
териальные электрические токи, циркулирую�
щие в пространственных масштабах порядка
сантиметров [11]. Позже была открыта новая
группа бактерий, обеспечивающих протекание
этих электрических токов на макроскопичес�
кие расстояния [12], которая получила назва�
ние «кабельные бактерии» [13]. Эти открытия
необычайно расширили концепцию «электри�
ческих кабелей» клетки. В настоящей статье
кратко описана история открытия нанопрово�
дов и электропроводящих филаментов кабель�
ных бактерий и приведены данные об их функ�
ционировании и строении у разных организ�
мов.

ОТКРЫТИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ
НАНОПРОВОДОВ

Представления о «живых проводах» в пос�
ледние полтора десятилетия получили развитие
с неожиданной стороны – не из биоэнергетики,
а со стороны биогеохимии и микробиологии.
Две проблемы явились катализаторами поис�
ков, которые привели к открытию нового типа
биологических «электрических кабелей»: учас�
тие в метаболизме микроорганизмов нераство�
римых соединений, содержащихся в окружаю�
щей среде, и биогеохимия донных отложений.

Исследования метаболизма металл� и суль�
фатвосстанавливающих бактерий обнаружили
их удивительную способность: восстанавливать
ионы металлов (железа или марганца) независи�
мо от того, присутствуют ли они в среде в виде
растворимых или нерастворимых соединений
(нерастворимые соединения, образующие агре�
гаты или микрокристаллы, не могут быть погло�
щены клеткой и непосредственно взаимодей�
ствовать с дыхательной цепью). Электронно�
микроскопические исследования показали, что
во втором случае (при наличии в среде лишь не�
растворимых соединений металла) клетки обра�
зуют длинные тонкие выросты – пили, выходя�
щие за пределы клетки и имеющие, как мини�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  8  2020

1121



ПТУШЕНКО

мум, сопоставимые с ней размеры, т.е. порядка
микрометров [10] или даже десятков микромет�
ров [14] (рис. 1). Идея о том, что эти нитевидные
образования могут служить «проводами»
(nanowires) для переноса электронов от дыха�
тельной цепи клетки к внеклеточным окислите�
лям – частицам оксида металла – довольно
быстро получила первые подтверждения в экс�
периментах с мутантами, не образующими пили
и одновременно потерявшими способность к
восстановлению оксидов металла [10].

Осуществлённые в последнее время прямые
измерения электрической проводимости изоли�
рованных нанопроводов показали значения от
51 мСм/см при нейтральных pH [17] до
1,4–4,3 См/см для Geobacter sulfurreducens [18]
(бактерия, у которой нанопровода были впер�
вые открыты и наиболее изучены; приведённый
диапазон значений соответствует сопротивле�
нию 730 МОм вдоль нанопровода длиной 1 мкм
и вызван неопределённостью его диаметра, ис�
пользованного для расчётов: 2 нм или 3,5 нм по
данным для иммобилизованного филамента
или находящегося в растворе) и 277 См/см для
нанопроводов Geobacter metallireducens [16].

Для иллюстрации этих данных можно ска�
зать, что проводимость 1,4–4,3 См/см способна
обеспечить скорость переноса электронов еди�
ничной пилей длиной 1 мкм ∼ 9 × 108 электронов
в секунду (150 нА) при разумной разности потен�
циалов в 100 мВ, что на два порядка превышает
фактическую скорость восстановления нераст�
воримого оксида железа (III) клеткой (∼ 9 × 106

электронов в секунду на одну клетку) [18]. При�
мечательно, что этот механизм электронной
проводимости обеспечивает величину силы то�
ка, сравнимую с той, которая характерна для пе�
реноса энергии ΔμH+ вдоль цианобактериально�
го трихома (50 пА или 3 × 108 элементарных за�
рядов в секунду) [19].

В целом, для результатов измерений прово�
димости бактериальных проводов характерна
значительная вариабельность, что, вероятно,
обусловлено их неоднородностью, которая мо�
жет быть существенна для проводимости в на�
номасштабах [20]. У бактерии Shewanella onei�
densis более крупные пили�подобные придатки
имели проводимость в диапазоне от 60 мСм/см
до 1 См/см ([21]; см. также анализ в статье Tan et
al. [20]), однако они представляли комплекс
белка с липидами, что дополнительно затрудня�
ет стандартизацию исследуемого материала.

Однако ещё более впечатляющее открытие
принесло изучение биогеохимических окисли�
тельно�восстановительных процессов в донных
отложениях. Группа исследователей из Дании и
Японии обнаружила необычное окисление со�

держащегося в донных осадках сероводорода.
Удивительным было то, что окисление серово�
дорода наблюдалось в анаэробной области дон�
ных отложений, отделённой от доступа кисло�
рода сантиметровым слоем осадка, исключав�
шим сколь�либо заметную диффузию кислоро�
да к месту реакции [11]. Протекание окисли�
тельно�восстановительной реакции в этом слу�
чае можно было объяснить наличием электри�
ческого тока, пересекающего толщу осадка и
связывающего две пространственно�разнесён�
ные электродные полуреакции – окисление се�
роводорода в глубине и восстановление кисло�
рода на поверхности осадка. Это открытие воз�
рождало гипотезу о природных электрических
токах в поверхностных слоях литосферы и о так
называемых «геобатареях», существовавшую в
геофизике с 1960�х гг. Эта гипотеза была выска�
зана Sato и Mooney [22] для объяснения анома�
лий спонтанного потенциала поверхности Зем�
ли и предполагала роль в их образовании элект�
рохимических процессов в земной коре, подоб�
ных процессам в гальванической ячейке. При
этом пласты земной поверхности с относитель�
но высокой электронной проводимостью могли
бы соединять области с различным окислитель�
но�восстановительным потенциалом [23].

Исходная модель геобатареи предполагала
крупномасштабные (порядка сотен метров–ки�
лометров) электрохимические системы, в кото�
рых высокая электрическая проводимость об�
ласти, связывающей «анодную» и «катодную»
зоны литосферы, была обусловлена соответ�
ствующей минерализацией [23]. Позже был
предложен биогеохимический вариант этой мо�
дели – биогеобатарея, в которой различие в
электрохимических потенциалах анодной и ка�
тодной областей создавалось за счёт жизнедея�
тельности бактерий, а проводимость разделяю�
щего их слоя обеспечивали биоплёнки и осаж�
дённые металлические частицы [24]. В случае
же, обнаруженном группой Nielsen et al. [11],
как оказалось, не только обе электродные реак�
ции, но и электрический ток между областями
их протекания обеспечивали бактерии. Как вы�
яснилось, это были длинные нитчатые много�
клеточные бактерии [12], содержащие тысячи
клеток и имеющие длину порядка сантиметров
[25]. Данные электронной микроскопии показа�
ли, что вдоль поверхности клеток тянутся длин�
ные тяжи диаметром ~50 нм [26], уложенные па�
раллельно оси многоклеточной бактериальной
нити, как натянутые струны вдоль грифа, и за�
нимающие почти всю её поверхность [12]. Эти
тяжи расположены в периплазматическом
пространстве и «укутаны» внешней мембраной;
причём они не прерываются и в межклеточной
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области, связывая между собой таким образом
все клетки (рис. 2). Уже с самого начала после их
обнаружения было высказано предположение,
что эти тяжи и служат теми электрическими

проводами клетки, по которым она передаёт
электроны через толщу донного осадка. При
этом плотно окружающая их внешняя мембрана
играет роль изолятора [12].
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Рис. 1. a – Пили, изолированные из G. sulfurreducens, масштабный отрезок – 20 нм, криоэлектронная микроскопия, адап�
тировано по [15]. б – Клетки штамма G. sulfurreducens, продуцирующие пили G. metallireducens, масштабный отрезок –
100 нм, просвечивающая криоэлектронная микроскопия, адаптировано по [16]
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Рис. 2. Строение филамента кабельной бактерии (семейство Desulfobulbaceae). Интактный филамент (сканирующая
электронная микроскопия, масштабный отрезок – 1 мкм), схематичное изображение поперечного сечения филамента (a)
и филамента в целом (б). Адаптировано по: (a) – [27]; (б) – [28]. (С цветными вариантами рис. 2–4 можно ознакомиться
в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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СТРУКТУРА ЭЛЕКТРОПРОВОДЯЩИХ
БАКТЕРИАЛЬНЫХ ОБРАЗОВАНИЙ

При всей значимости микробиологического,
экологического и биогеохимического аспектов
этих открытий наиболее интригующим выгля�
дит механизм электрической проводимости на�
нопроводов. Можно предполагать, что у нано�
проводов, образуемых разными бактериями,
есть много общего. При кардинальном разли�
чии в длине (десятки микрометров для нанопро�
водов и десятки миллиметров для кабельных
бактерий) поперечные размеры этих структур
близки: периплазматические волокна кабель�
ных бактерий имеют диаметр 50 нм [26], попе�
речный размер пили�подобных придатков
S. oneidensis также был оценен в десятки нано�
метров (50–150 нм) [14]. Диаметр пилей G. sul�
furreducens существенно меньше (3 нм), а для
мутанта с модифицированным пилином – всего
1,5 нм [20]. Однако на электронно�микроскопи�
ческих изображениях выростов S. oneidensis в
местах их обрыва были видны слагающие их от�
дельные тонкие волокна диаметром 3–5 нм [14],
т.е. близкие к размерам пилей G. sulfurreducens.

На этом, однако, известные нам сведения о
сходстве и различии этих проводящих систем
практически заканчиваются. Кабельные бакте�
рии пока не удаётся культивировать в чистой
культуре, для них получены лишь черновые ге�
номные последовательности (draft genomes) на
основании метагеномных данных и геномики
отдельных бактериальных филаментов [25]. На
основании анализа последовательностей генов
диссимиляционной сульфитредуктазы и 16S
рРНК индивидуальных филаментов был выпол�
нен филогенетический анализ и предложены
два кандидатных рода, относящихся к семейству
сульфатредуцирующих и серо�диспропорцио�
нирующих протеобактерий Desulfobulbaceae:
Candidatus Electrothrix, содержащий четыре пре�
имущественно морских кандидатных вида, и
Candidatus Electronema с двумя преимущественно
пресноводными кандидатными видами [29]. На
основании электронно�микроскопических, не�
полногеномных и метапротеомных данных и по
аналогии с бактериями, образующими элект�
ропроводящие пили, было высказано предполо�
жение, что нанопровода у кабельных бактерий
образованы пилином (PilA), который является
наиболее распространённым белком у изучен�
ных кабельных бактерий [25]. При этом предпо�
лагается, что пилин мог бы образовывать пили�
подобные тонкие (3–5 нм) нити, которые, в
свою очередь, сплетаются в электропроводящие
волокна, расположенные в периплазме. В каче�
стве альтернативной гипотезы предполагались

«бусы» из пилина или цитохрома, нанизанных
на углеводную нить [25].

Однако существующие представления о
структуре электропроводящих пилей металл� и
сульфатредуцирующих бактерий, на которые
опираются гипотезы о химической природе на�
нопроводов кабельных бактерий, в действитель�
ности не вполне надёжны. До сегодняшнего дня
они являются предметом интенсивных исследо�
ваний и постоянно сменяющих друг друга тео�
рий. Так, для бактерии G. sulfurreducens, у кото�
рой впервые обнаружили электропроводящие
пили, предполагали, что их образует белок пи�
лин – продукт гена pilA [10]. На это указывали
результаты делеции гена pilA из генома G. sul�
furreducens – клетки оказывались неспособными
формировать пили и восстанавливать оксид же�
леза. В то же время вставка функциональной ко�
пии гена pilA в геном pilA�дефицитного мутанта
восстанавливала эту способность [10]. Пред�
ставление о пилине (конкретно, пилине типа IV),
как белке, формирующем пили, было естествен�
но также в силу того, что оно было хорошо изве�
стным фактом для других бактерий [30, 31], хотя
геопилины (пилины бактерий рода Geobacter) и
отличались довольно существенно от соответ�
ствующих пилинов ( пилинов типа IV). Для про�
теобактерии S. oneidensis MR�1, образующей пи�
ли�подобные электропроводящие придатки,
также было показано участие в образовании пи�
лей продуктов гена pilA, наряду с псевдопилина�
ми (gspG) и манноза�чувствительными гемаг�
глютининами (mshA) [14]. Однако наряду с пи�
лином в качестве обязательного компонента для
переноса электрона по нанопроводам также с
самого начала рассматривались цитохромы. Так,
шести� и четырёхгемовый цитохромы c внеш�
ней мембраны G. sulfurreducens, OmcS и OmcE,
экспрессировались только при наличии в среде
нерастворимого оксида железа (III) (но не раст�
воримого цитрата!) и были необходимы для его
восстановления [32] – т.е. проявляли те же осо�
бенности образования и функционирования в
клетке, что и пили. Позже для OmcS также было
показано, что этот белок связан с пилями и рас�
полагается вдоль них кластерами [33], а другие
мультигемовые цитохромы также оказались ли�
бо экскретируемыми во внешнее пространство
и слабо связанными с наружными клеточными
образованиями, как OmcZ [34], либо связанны�
ми с внешней мембраной и экспонированными
наружу, как OmcB [35] или OmcE [36]. У S. onei�
densis проводимость пили�подобных придатков
существенно падала при делеции генов десяти�
гемовых цитохромов MtrC и OmcA [14]. Нако�
нец, были получены данные, свидетельствую�
щие, вопреки представлениям предшествующих
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восьми лет исследований, что эти придатки у
S. oneidensis, по�видимому, никак не связаны с
пилином, а являются выростами периплазмати�
ческого пространства и внешней мембраны, со�
держащей целый ряд мультигемовых цитохро�
мов (MtrC, OmcA, MtrA, MtrB) [37].

МЕХАНИЗМЫ ЭЛЕКТРОПРОВОДИМОСТИ
НАНОПРОВОДОВ

В связи с приведёнными выше данными о
строении нанопроводов возникли две альтерна�
тивные гипотезы механизма переноса по ним
электрона: гипотеза металлоподобной проводи�
мости [38] и гипотеза, основанная на супероб�
менном взаимодействии редокс�кофакторов
[39]. В соответствии с первой из них перенос
электрона происходит по системе остатков аро�
матических аминокислот белка пилина в пред�
положении, что ароматические кольца уложены
в белке параллельно друг другу, и π�системы со�
седних колец перекрываются. Проводимость
пилей в этом случае аналогична проводимости
полимеров полианилина или полипиррола. При
этом молекулы цитохрома, ассоциированные с
пилями, осуществляют непосредственный пере�
нос электронов от пилей к металлу [40] либо к
пилям от дыхательной цепи [36]. Суперобмен�
ная теория, наоборот, предполагает активное
участие цитохромов в переносе электрона вдоль
пили за счёт последовательных «перескоков»
электрона между соседними гемами. Таким об�
разом, две изначальные альтернативные гипоте�
зы различались как по предполагаемому физи�
ческому механизму проводимости, так и по
представлениям о роли разных белков в её обес�
печении.

В поддержку «пилиновой/ароматической»
гипотезы был получен ряд разнообразных дан�
ных: (1) мутации по ароматическим остаткам,
т.е. снижающие их количество, приводили к
снижению проводимости пилей [18, 41]; (2) му�
тации, заменяющие фенилаланин и тирозин на
обеспечивающий более высокую проводимость
триптофан, наоборот, увеличивали проводи�
мость [20]; (3) сопоставление природных пили�
нов из разных видов рода Geobacter показывало
сильную экспоненциальную зависимость между
содержанием в них ароматических остатков и
проводимостью пилей, образуемых бактериями
(рост проводимости в 105 раз при удвоении со�
держания ароматических остатков в PilA [16];
рис. 3); (4) зависимость способности образовы�
вать пили и восстанавливать нерастворимые со�
единения металла у бактерий от наличия актив�
ного гена пилина pilA, о чём уже упоминалось

выше [10]. Наконец, (5) были получены генно�
инженерные пили, которые демонстрировали
проводимость, сопоставимую с проводимостью
природных пилей (сопротивление рекомби�
нантного белкового провода длиной 6 мкм со�
ставляло ∼900 МОм, в то время как для природ�
ной пили в том же исследовании была получена
величина 925 МОм [42]).

За «цитохромно/суперобменный» механизм
говорили данные о том, что наличие наиболее
массовых цитохромов клетки, для которых
предполагалась связь с пилями, критично для
проводимости как пилей, так и биоплёнок, фор�
мируемых бактериями [14, 21, 43]. Правда, в
части работ были получены противоположные
результаты – сохранение или даже увеличение
проводимости пилей и биоплёнок, образуемых
бактериями с инактивированными цитохрома�
ми [38], а также отсутствие положительной кор�
реляции (или отрицательная корреляция) между
содержанием цитохромов и проводимостью у
разных штаммов [44]. Ещё на один существен�
ный недостаток суперобменной гипотезы ука�
зывали теоретические модели переноса элект�
рона: слишком малое расстояние (не более 1 нм)
между соседними гемами и предельно малые
значения энергии реорганизации переноса
электрона, необходимые для достижения экспе�
риментально наблюдаемой силы тока [45]. При
этом фактическое расстояние между соседними
молекулами цитохрома OmcS, которое было
оценено по данным электронной микроскопии
с окрашиванием антителами, конъюгированны�
ми с коллоидным золотом, составляло 30 нм в
кластерах и 100–200 нм между кластерами ([33];
см. также анализ в статье Malvankar et al. [44]),
т.е. намного больше требуемых величин. Тем не
менее и здесь теоретические оценки, сделанные
разными группами, существенно расходились
между собой, и некоторые из них предсказыва�
ли значения силы тока, которые могут быть
обеспечены суперобменным механизмом при
вполне реалистичных параметрах редокс�реак�
ций и плотностях расположения гемов вдоль
длины пили, близкие к наблюдаемым [39].

В свете этих дискуссий, в ходе которых был
получен огромный массив результатов, совер�
шенно неожиданными оказались недавно полу�
ченные структурные данные. Как показали дан�
ные криоэлектронной микроскопии, нанопро�
вода G. sulfurreducens образованы не пилином, а
шестигемовым цитохромом c – OmcS [15, 46].
Иными словами, молекулы цитохрома не свя�
зываются с поверхностью пилей, образованных
пилином, как предполагалось ранее, а сами об�
разуют нанопровода (рис. 4). При этом гемы
шестигемовых цитохромов образуют непрерыв�
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ную цепь с расстояниями между соседними ге�
мами не более 0,41 нм. Тем самым внутри белка
образуется проводящий канал, и в наблюдаемой
картине фактически совмещаются основные
представления двух разных исходных гипотез о
механизме переноса электрона.

Эта изящная картина, однако, порождает
много вопросов о том, как интерпретировать те
разнообразные данные, которые ранее рассмат�
ривались в качестве несомненных свидетельств
в пользу «пилиновой» и против «цитохромной»
модели. В первую очередь это относится к дан�
ным, полученным на мутантах с инактивиро�
ванными пилинами или цитохромами: почему
первые из них теряли способность образовывать
нанопровода, а вторые, наоборот, сохраняли её?
Одно из возможных объяснений заключается в
том, что инактивация гена цитохрома OmcS
приводит к повышению уровня экспрессии дру�
гого мультигемового цитохрома, OmcZ, гипер�
продукция которого могла бы скомпенсировать
отсутствие OmcS. Что же касается пилина PilA,
то его в рамках новых преставлений предполага�
ют компонентом секреторной системы клетки,
от которого зависит сборка электропроводящих
цитохромных нанопроводов. При этом процесс
сборки и конечная конформация нанопроводов
каким�то образом меняются при точечных мута�
циях в пилине [46]. Можно также предполо�
жить, что электронная проводимость нанопро�
вода не является лимитирующим фактором для
скорости протекания окислительно�восстано�

вительной реакции в целом. При таком объяс�
нении, однако, остаётся загадкой идеальная
экспоненциальная зависимость проводимости
пилей от содержания ароматических остатков в
пилине, показанная на рис. 3 [16]. Наконец,
нельзя исключить возможность сосуществова�
ния в клетке нанопроводов различного типа, в
частности, образованных пилином или цито�
хромом. Однако в связи с этим возникает воп�
рос: почему клетке необходимо иметь несколько
различных структур для обеспечения одной и
той же функции? Возможно, нынешний пово�
рот в наших представлениях о природе бактери�
альных нанопроводов не последний, и у пилина
найдётся ещё какая�то функция, кроме секре�
торной, которая даст более логичное объясне�
ние найденным ранее зависимостям проводи�
мости пилей от присутствия в клетках пилина и
его молекулярного строения (содержания аро�
матических групп в белке).

Отметим ещё один вопрос, возникающий в
связи со структурой нанопроводов – проводов
без изоляции. Каким образом возможно функ�
ционирование проводов без электрической изо�
ляции в высокопроводящей среде, каковой яв�
ляется морская вода? Как видно из структурных
данных, цитохромный нанопровод представля�
ет собой чисто белковую структуру, не имеющую
мембранной «оплётки». При этом расстояние от
гемов до границы белок–вода сравнимо с рас�
стояниями между соседними гемами. Следова�
тельно, можно ожидать, что токи «утечки» через
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Рис. 3. Корреляция между содержанием ароматических аминокислотных остатков в PilA и проводимостью индивидуаль�
ной пили при pH 7. Каждая точка соответствует мутантному (W51W57) или одному из природных пилинов, принадлежа�
щих бактериям G. metallireducens, G. sulfurreducens или Geobacter uraniireducens, адаптировано по [16]
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Рис. 4. Строение нанопровода металл� и сульфатредуцирующих бактерий G. sulfurreducens по данным криоэлектронной
микроскопии. a – Визуализация поверхности пили (1), контуров поверхности с наложением атомной модели белка (2),
атомной модели, включающей пептидную цепь белка и гемы (3), а также только гемы (4). б – Визуализация поверхности
короткого участка пили, синим цветом выделена одна субъединица цитохрома OmcS, стрелки указывают её области кон�
такта с соседними субъединицами. в – Атомная модель, показывающая укладку пептидной цепи вокруг гемов; звездочка�
ми указаны гемы, экспонированные в водную фазу: heme502 (*) и heme506 (**) соседних субъединиц. г – Атомная модель
гемов, расположенных в соседних субъединицах цитохрома OmcS вдоль длины филамента; указаны кратчайшие рассто�
яния (edge�to�edge) между соседними гемами. Адаптировано по [15]
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боковую поверхность нанопровода будут значи�
тельны, и поддержание движения электронов
вдоль нанопровода будет затруднено. Таким об�
разом, функционирование подобной белковой
структуры в качестве электрического провода на
первый взгляд может показаться невозможным
в электропроводящей среде. Однако, по�види�
мому, здесь мы сталкиваемся с тем случаем, ког�
да недостаток конструкции оказывается её дос�
тоинством в силу её физиологических функций.
Поскольку задача нанопровода – сбросить
электрон на какой�либо экзогенный акцептор,
то «утечка» электронов с него вполне отвечает
его задаче. Более того, в условиях, при которых
клетка образует электропроводящие пили, мож�
но говорить скорее о дефиците акцепторов
электрона в среде. Напомним, что когда подхо�
дящие акцепторы (растворимые соединения ио�
нов переходных металлов) присутствуют в сре�
де, бактерии не образуют электропроводящие
пили [10].

В завершение этого раздела вернёмся к ка�
бельным бактериям, которые пока остаются
менее изученными, чем описанные выше пи�
ли�образующие бактерии. Как показывают
последние данные [27], сопротивление одной
клетки в составе всей нити составляет ∼5 кОм.
Если оценивать проводимость индивидуаль�
ных периплазматических волокон (которых, в
зависимости от размеров клеток, может содер�
жаться несколько десятков в одном филамен�
те), то она составляет в физиологических усло�
виях ∼20 См/см, т.е. приближается к той, что
наблюдается для наиболее высокопроводящих
пилей G. metallireducens. При этом длина воло�
кон на три порядка превосходит длину пилей.
Величина тока, который течёт через филамент
при напряжениях, характерных для физиологи�
ческих условий, может составлять до десятков
наноампер, а для одного волокна она оценена в
1,3 нА (∼8 × 109 электронов в секунду). При этом
температурная зависимость проводимости со�
ответствует закону Аррениуса, что характерно
для полупроводников, но не для металлов, и
исключает механизм металлоподобной прово�
димости [28].

Падение напряжения вдоль волокна в интакт�
ных клетках в условиях, близких к естествен�
ным, было оценено в 14 ± 4 мВ/мм. Даже для от�
носительно короткого волокна длиной 20 мм
это соответствует падению напряжения до 0,3 В,
т.е. полные резистивные потери в нанопроводе
достаточно велики (сравнимы с теоретическим
пределом падения электрохимического потен�
циала при окислении сероводорода, ∼1 В) [47],
хотя при уменьшении силы электрического тока
через бактериальный филамент они также

должны снижаться. Интересно сравнить эти ве�
личины с аналогичными величинами, характер�
ными для переноса энергии ΔμH+ вдоль циано�
бактериальных трихомов. Для цианобактерий
типичные значения электрического тока состав�
ляли ∼50 пА (3 × 108 элементарных зарядов в се�
кунду) [19], а характерное расстояние, на кото�
ром происходит потеря 50% энергии, было тео�
ретически оценено на основе данных о геомет�
рии трихома и электрической проводимости
мембраны и цитоплазмы, как ∼7 мм [48]. Таким
образом, механизм электронной проводимости
у кабельных бактерий, по�видимому, превосхо�
дит механизм переноса энергии ΔμH+ вдоль циа�
нобактериального трихома как по величине
проводимого электрического тока (десятки на�
ноампер для кабельных бактерий [27] и 50 пА –
для цианобактерий [19]), так и по дальности пе�
реноса энергии, ограниченной электрическими
потерями.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представление об «электрических кабелях»,
связывающих биоэнергетические процессы в
разных частях живой клетки или надклеточной
системы, появилось полвека назад и было связа�
но с развитием мембранной биоэнергетики –
научной дисциплины, формировавшейся в тот
момент и вступавшей в период особенно интен�
сивного развития. Это представление было свя�
зано, прежде всего, с мембранами как структу�
рами, обеспечивающими распространение
электрического тока, и с ионами, создающими
трансмембранный электрохимический потен�
циал, как его носителями. Электрический ток, в
котором носителями являются электроны, а
средой – белки, также всегда был одним из глав�
ных объектов исследований биоэнергетики, од�
нако воспринимался в основном как «локаль�
ный», существующий в масштабах нанометров в
пределах отдельных белковых комплексов. От�
крытие в последние полтора десятилетия бакте�
риальных «нанопроводов» и проводящих воло�
кон кабельных бактерий, имеющих, по�видимо�
му, белковую природу и осуществляющих пере�
нос электронов на расстояния в микрометровой
и даже сантиметровой шкале, необычайно рас�
ширили концепцию «электрических кабелей» в
живых системах. Мы пишем «по�видимому»,
так как исследования бактериальных электрон�
ных проводников происходят интенсивно и
постоянно приносят новые данные, порой резко
меняющие представления, которые успели о
них сложиться за предшествующие десять–пят�
надцать лет. Так, пили�подобные придатки
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S. oneidensis оказались в итоге мембранными об�
разованиями [37]. Какую роль играет в этом слу�
чае мембрана – только ли «чехла» для всей
структуры, предохраняющего её от потери раст�
воримых компонентов, или носителя мембран�
ных белков, или же обладает также свойствами
сопрягающей мембраны – вопрос пока откры�
тый. Что же касается проводящих структур ка�
бельных бактерий, то для них показана тесная
связь с внешней мембраной бактериальных кле�
ток, которая «укутывает» каждое из отдельных
волокон по всей его длине [26]. Служит ли при
этом мембрана лишь «оплёткой», изолирующей
белковое волокно от растворённых в среде ио�
нов, или же сама принимает какое�то участие в
передаче электрического тока – также вопрос
будущих исследований.

Однако что ясно уже сейчас и что является
наиболее существенным элементом картины –
широкая распространённость, практически
универсальность «электрических кабелей» сре�
ди живых организмов. Мембранные кабели (или
сети) оказались характерными как для многих
тканей животных организмов, так и для циано�
бактерий, простейших и растений, хотя прост�
ранственные масштабы циркулирования элект�
рических токов во всех этих случаях могут быть
разные. Бактериальные электронные проводни�
ки также не ограничиваются лишь узкими груп�
пами металл�, сульфатредуцирующих и «кабель�
ных» бактерий. Так пили�подобные образова�
ния, связывающие между собой несколько кле�
ток, оказались характерными для разных групп
бактерий. Они были обнаружены у цианобакте�
рий Synechocystis PCC6803 [14] и у грамположи�
тельных пропионат�окисляющих бактерий
Pelotomaculum thermopropionicum [49]. Более того,
оказалось, что подобные структуры могут свя�
зывать клетки разных видов, даже предельно от�
далённых друг от друга – например эубактерии

P. thermopropionicum и архебактерии Methano�
thermobacter thermautotrophicus [49]. Связывать
клетки бактерий разных видов могут и сугубо
белковые пили, например в смешанной культу�
ре G. metallireducens и G. sulfurreducens; явление,
обеспечиваемое такими связями, получило наз�
вание прямого межвидового переноса электро�
нов (direct interspecies electron transfer) [50]. Даже
эти немногие примеры дают основание ожидать
в скором времени существенное расширение
наших представлений о роли «электрических
кабелей» не только в биоэнергетических про�
цессах, но и в процессах функционирования и
коэволюции биологических сообществ.
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The concept of “electric cables” involved in bioenergetic processes of a living cell was proposed half a century ago
[Skulachev, V. P. (1971) Curr. Top. Bioenerg., Elsevier, pp. 127�190]. For many decades, only cell membrane structures
have been considered as probable pathways for the electric current, namely, for the transfer of transmembrane elec�
trochemical potential. However, the last ten to fifteen years have brought the discovery of bacterial “electric cables”
of a new type. In 2005, “nanowires” conducting electric current over distances of tens of micrometers were discov�
ered in metal� and sulphate�reducing bacteria [Reguera, G. et al. (2005) Nature, 435, pp. 1098�1101]. The next five
years have witnessed the discovery of microbial electric currents over centimeter distances [Nielsen, L. P. et al. (2010)
Nature, 463, 1071�1074]. This new group of bacteria allowing electric currents to flow over macroscopic distances was
later called cable bacteria. Nanowires and conductive structures of cable bacteria serve to solve a special problem of
membrane bioenergetics: they connect two redox half�reactions. In other words, unlike membrane “cables”, their
function is electron transfer in the course of oxidative phosphorylation for the generation of membrane energy rather
than of the end�product. The most surprising is the protein nature of these cables (at least of some of them) indicat�
ed by recent data, since no protein wires for the long�distance electron transport had been previously known in living
systems.

Keywords: The concept of “electric cables” of a cell, nanowires, Geobacter sulfurreducens, cable bacteria
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Ежемеcячный междунаpодный жуpнал
«Биоxимия»/Biochemistry (Moscow), учредителем
которого является Pоccийcкая академии наук,
издается и pаcпpоcтpаняетcя одновpеменно на
pуccком и английском языках.

Журнал «Биоxимия» публикует pаботы по
вcем pазделам биоxимии, а также концептуаль�
но важные работы по биохимическим аспектам
смежных областей (молекулярной биологии,
биоорганической химии, микробиологии, им�
мунологии, физиологии, нейробиологии, био�
медицинских наук и др.), направленные на по�
нимание молекулярных и клеточных основ био�
логических процессов. Тематика журнала также
охватывает новые экспериментальные методи�
ки в области биохимии, теоретические достиже�
ния, имеющие значение для биохимии, обзоры
современных биохимических тем исследования
и мини�обзоры. Журнал не рассматривает чисто
феноменологические работы, которые описы�
вают изменения биохимических параметров или
маркеров биологических процессов без связи с
механизмами, вызвавшими эти изменения или
являющимися следствием таких изменений, а
также работы по клонированию и экспресиии
(в том числе в трансгенных животных и расте�
ниях) индивидуальных генов и материалы по
анализу геномных полиморфизмов.

К публикации пpинимаютcя законченные
оpигинальные pаботы, cодеpжащие новые
экcпеpиментальные pезультаты; методичеcкие
pаботы, включающие опиcание новыx методов
биоxимичеcкиx иccледований; матеpиалы
теоpетичеcкого xаpактеpа c изложением новыx
пpинципов, подxодов для pешения теx или иныx
биоxимичеcкиx задач.

Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует
коpоткие экспериментальные cтатьи заявочно�
го, пpиоpитетного xаpактеpа, тpебующие
cкоpейшей публикации. В cопpоводительном
пиcьме в pедакцию автоpам cледует моти�
виpовать необxодимоcть уcкоpенного пpоxож�
дения матеpиала. Срок публикации таких сооб�
щений 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 последние 5 лет; 3) об�
зор не должен быть пересказом или цитирова�

нием фрагментов ранее опубликованных работ,
в нем должен быть критический разбор цитиру�
емых материалов и своя концепция, свое виде�
ние проблемы, побудившее авторов написать
данный обзор. Редакция и рецензенты строго
следят за плагиатом!

Pаздел «Диcкуccии» пpедоcтавляет автоpам
возможноcть опубликовать комментаpии,
кpитичеcкие замечания и иные cообpажения по
поводу напечатанныx pанее на cтpаницаx
жуpнала pабот, выcтупить c новой гипотезой.
Pаздел ноcит полемичеcкий xаpактеp и печатает
ответные pеплики затpонутыx в публикацияx
cтоpон.

Редакция принимает на рассмотрение руко�
писи, присланные по электронной почте в фор�
ме присоединенных файлов (attachment) на ад�
реса редакции editorial@biochemistrymoscow.com
или ozrina@bio.chem.msu.ru.

Матеpиал cтатьи – текст, включая резюме на
русском и английском языках, cпиcок ли�
теpатуpы, рисунки с подписями и таблицы –
оформляется единым 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 так�
же 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.

Одновременно с русским желательно предста�
вить аутентичный английский вариант рукописи.

При подаче рукописи авторам следует прис�
лать в редакцию сопроводительное письмо, в ко�
тором надо указать, что: (1) представленный ма�
териал (или его части) не был ранее нигде опуб�
ликован и не находится на рассмотрении на
предмет публикации в других изданиях; (2) ав�
торы ознакомились с этическими нормами,
предписанными международными соглашения�
ми о публикациях научных статей, и соблюдают
их; (3) авторами представлена информация о
потенциальных конфликтах интересов; (4) авто�
ры ознакомились с правилами проведения ис�
следований с участием человека и/или живот�
ных и соблюдают их; (5) каждый соавтор сооб�
щает о своем согласии на авторство в статье
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(см. соответствующие Положения на сайтах жур�
нала и на порталах издательств Springer и Pleiades).

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

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

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 обcужде�
ние невелико по объему), 5) Список литературы;
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
общеизвестные достаточно сослаться в списке
литературы, указав автора и/или название мето�
да (например, концентрацию белка определяли
по методу Бредфорд [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 опубликованны�
ми результатами. Желательно оcновные pезульта�
ты иллюcтpиpовать пpоcтой и наглядной 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 финанси�
рования разные. Следует приводить полные наз�
вания институтов и организаций�спонсоров.

2) В разделе «Благодарности» по желанию
авторов сообщается информация о любой помо�
щи в проведении работы и подготовке статьи: о
полезных обсуждениях и дискуссиях, благодар�
ности коллегам; о предоставлении материалов,
научных данных, компьютерного оборудования,
приборов; о проведении исследований в цент�
рах коллективного пользования; о помощи в
технической подготовке текста. Приветствуется
описание роли каждого из авторов 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 Хельси�
нкской декларации 1964 года и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.
От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие».

Если в статьях не содержится описания ис�
следований с участием людей или использова�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  8  2020

1134



ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

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 ссылок), но
cодеpжащим ccылки на вcе пpинципиально
важные поcледние публикации по данному
вопpоcу.

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

Объем экспериментальной статьи, включая
список литературы, таблицы, рисунки (3 рисун�

ка считаются за 1 страницу) и подписи к ним, ре�
зюме на английском языке, не должен превы�
шать 20 машинописных страниц, количество ри�
сунков – не более 8; краткое сообщение – не бо�
лее 12 страниц (включая не более 4 рисунков
и/или таблиц); мини)обзор – не более 16 страниц
(включая не более 5 рисунков); обзор – не более
35 страниц (включая не более 8 рисунков); сооб�
щения в разделе «Дискуссии» – до 4 cтpаниц.

Текстовые файлы следует представлять в фор�
мате Microsoft Word (версия 6.0 и более поздние),
шрифты для основного текста – Times New
Roman и Symbol, размер букв 12, полтора интер�
вала, в одну колонку без выравнивания по пра�
вому краю, без пеpеноcа cлов, c полями 3 cм c ле�
вой cтоpоны, на cтpанице – не более 30 cтрок.

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 (на�
пpимеp, pазноcть или пpоценты). Повтоpение
одниx и теx же данныx в текcте, в таблицаx или
на pиcункаx 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.

Рисунки с подрисуночными подписями сле�
дует 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�бе�
лом 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
(растровые) рисунки принимаются только в
форматах tiff или jpg.

– независимо от типа графики, рисунок дол�
жен обладать высоким реальным разрешением: не

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  8  2020

1135



ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

ниже 300 dpi для полутоновых иллюстраций; не
ниже 600 dpi для штриховых и смешанных (по�
лутоновых/штриховых) иллюстраций. Пиксе�
лизация изображений в форматах растровой
графики не должна быть грубой. Линии рисун�
ков должны быть толщиной не менее 3 пунктов
(point). Следует избегать чрезмерно мелких
обозначений (букв, цифр, значков и т.д.). Пик�
селизированные (растровые) рисунки не следует
вставлять 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.

Несоблюдение правил подготовки графичес�
кого материала приводит к необходимости пе�
реработки рисунков авторами и задержке пуб�
ликации рукописи.

Дополнительные материалы к статьям. Для бо�
лее полного описания исследования к статье мо�
гут прилагаться дополнительные материалы (ау�
дио� и видеофайлы, презентации, дополнитель�
ные таблицы, рисунки и пр.) при условии, что
автор является правообладателем прилагаемых
материалов. Дополнительные материалы публи�
куются 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 материалов в
тексте необходимо разместить ссылку на Прило�
жение к статье.

Вcе физичеcкие величины pекомендуетcя
пpиводить в междунаpодной cиcтеме CИ.

Поступившей в редакцию правильно оформ�
ленной рукописи присваивается регистрацион�
ный номер и фиксируется дата поступления, о
чем редакция информирует авторов по элект�
ронной почте. Рукописи, оформленные не по пра)
вилам, возвращаются авторам без рассмотрения.

Рецензирование. При подаче рукописи авторы
могут указать двух потенциальных рецензентов
(ФИО, адрес электронной почты) из числа специ�

алистов в данной области исследований, а также
тех, чье участие в рецензировании нежелательно.

Все рукописи рассматривает Ответственный
ученый секретарь (Executive Editor�in�Chief) и
направляет Ответственному Редактору по соот�
ветствующей конкретной области исследова�
ний; он, в свою очередь, указывает двух�трех
специалистов для рецензирования рукописи.
Список Ответственных Редакторов и членов
редколлегии размещен на сайтах журнала, а так�
же на порталах Pleiades и Springer.

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 рецен�
зентов и редакторов, после чего она повторно
рецензируется, и редколлегия вновь решает воп�
рос о приемлемости рукописи для публикации.

В журнале принято «одностороннее слепое ре�
цензирование» (single blind review), т.е. авторам не�
доступны имена рецензентов, и редакция строго
соблюдает конфиденциальность рецензентов. Все
редакционные письма авторам идут за подписью
Ответственного ученого секретаря журнала.

Через месяц после сдачи очередного выпуска
журнала в печать редакция рассылает авторам
по электронной почте корректуру статьи в виде
PDF�файла и инструкцию по работе с ней. На
стадии корректуры не допускаются замены текс)
та, рисунков или таблиц.

Каждый выпуск журнала готовится одновре�
менно на русском и английском языках. Перевод
статей осуществляет группа высококвалифици�
рованных переводчиков�биохимиков. В ходе ра�
боты у переводчиков часто возникает необходи�
мость связаться с авторами и устранить неточ�
ности в русском тексте статьи. Согласованные с
авторами исправления вносятся 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.

Переводы редактируются английской редак�
цией журнала, подготовленный текст направля�
ется авторам для корректировки.

После выхода журнала в свет редакция рас�
сылает авторам оттиски русского и английского
вариантов статей в виде PDF�файлов.

(С полным текстом Правил для авторов
можно ознакомиться на сайте журнала:
https://www.biochemistrymoscow.com.)
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