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Микробиота – неотъемлемая часть организма человека, которую активно исследуют, в т.ч. методами массо�
вого параллельного секвенирования. Однако микробиомы легких и пазух носа стали объектами присталь�
ного внимания лишь в последнем десятилетии. Для пациентов с муковисцидозом контроль состояния мик�
роорганизмов дыхательных путей важен для сохранения функции легких. Выяснение роли пазух носа и на�
личия полипов в формировании микробиома дыхательных путей стало целью нашего исследования. Мы
показали, что уже в детском возрасте в пазухах носа присутствуют протеобактерии, обнаруженные также в
образцах из нижних дыхательных путей. В ряде случаев им сопутствуют потенциально опасные базидиоми�
цеты. Однако наличие полипов не влияет на формирование микробиома пазух носа. Протеобактерии явля�
ются определяющими в снижении биоразнообразия микробиомов легких и пазух носа, что коррелирует с
ухудшением показателей функции легких. Мягкие мутации в гене CFTR даже в гетерозиготном состоянии в
сочетании с мутацией I класса способствуют формированию более благополучного микробиома.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: микробиом, муковисцидоз, респираторный тракт, хронический риносинусит,
Proteobacteria.

DOI: 10.31857/S0320972520010017

ОСОБЕННОСТИ МИКРОБИОМА РЕСПИРАТОРНОГО ТРАКТА
БОЛЬНЫХ МУКОВИСЦИДОЗОМ*
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Микробиоту – совокупность микроорганиз�
мов – в настоящее время рассматривают как не�
отъемлемую составную часть организма челове�
ка, оказывающую влияние на пищеваритель�
ную, иммунную, нервную и др. системы. XXI век
привнес новый термин – микробиом, определя�
ющий суммарный геном микроорганизмов эко�
логической ниши или конкретного образца. Од�
нако в большинстве исследований под микро�
биомом понимают совокупность генов рибосо�
мальной РНК (рРНК) микробиоты.

Woese et al. доказали универсальность этих
генов и возможность рассмотрения их как мо�

лекулярных часов для филогенетики [1]. Осо�
бое внимание Stackebrandt и Woese уделяли ро�
ли рРНК в филогении и таксономии прокариот
[2]. В 1970�е гг. началось накопление данных о
последовательностях генов рРНК, чему содей�
ствовали работы Sanger, предложившего в 1977 г.
метод расшифровки первичной структуры
ДНК. Накопленные данные нуждались в систе�
матизации, и в 1982 г. GenBank NCBI начал ра�
боту в качестве базы данных последовательнос�
тей нуклеиновых кислот [3]. В 1990�е гг. Woese et al.
выполнили проекты по формированию базы
данных последовательностей рРНК [4]. Пере�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : МВ – муковисцидоз; CFTR – трансмембранный регулятор проводимости (cystic fibrosis
transmembrane regulator); MLST – мультилокусное секвенирование (MultiLocus Sequence Typing); ST – генотип в контекс�
те генов MLST (Sequence Type); ITS – внутренний транскрибируемый спейсер (internal transcribed spacer); OTU – опера�
ционная таксономическая единица (Operational Taxonomic Unit); SRA – Архив секвенированных прочтений (Sequence
Read Archive); PCoA – анализ главных координат (Principal Coordinate Analysis); ОФВ1 – объем форсированного выдоха
в первую секунду; PERMANOVA – пермутационный многомерный анализ дисперсии (PERmutational Multivariate
ANalysis Of Variance); FDR – доля ложных отклонений (false discovery rate).

* Статья посвящается 80�летию кафедры биохимии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова (см. том 84,
вып. 11, 2019).

** Автор является выпускником кафедры биохимии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова.

*** Адресат для корреспонденции.



ВОРОНИНА и др.

численные события содействовали тому, что
дальнейшая автоматизация процесса секвени�
рования нуклеиновых кислот, разработка сек�
венаторов нового поколения, обеспечивших
получение большого массива данных, не при�
вели к хаосу, а позволили пополнить созданные
базы новой информацией. Поскольку биология
в ХХ веке, по меткому выражению Woese, стала
инженерной наукой [1], процессы компьюте�
ризации затронули ее в полной мере. Разрабо�
танное и постоянно совершенствуемое программ�
ное обеспечение, развитие компьютерной тех�
ники позволяют анализировать результаты сек�
венирования и сопоставлять их с базами дан�
ных.

Подготовленная информационная среда и
опыт секвенирования, полученный в процессе
выполнения проекта «Геном человека», позво�
лили в 2008 г. запустить новый проект «Микро�
биом человека» (The Human Microbiome
Project, HMP) [5]. В процессе оптимизации ис�
следования основной мишенью для секвениро�
вания был выбран ген 16S rDNA, а в дальней�
шем – его фрагмент, включающий несколько
вариабельных областей (как правило, V1–V4
или меньше, в зависимости от возможностей
платформы, применяемой для секвенирова�
ния). Таким образом, исследование микробио�
ма в контексте фрагментов генов 16S rDNA,
строго говоря, позволяет получить представле�
ние о бактериоме, т.е. о филогенетическом раз�
нообразии бактерий.

Метагеномные исследования, предоставля�
ющие возможность изучить метаболизм мик�
робного сообщества, пока дороги и могут быть
выполнены только в рамках отдельных высоко�
финансируемых проектов.

Следует отметить, что первый проект «Мик�
робиом человека» был нацелен на исследование
бактерий кишечника, кожи, урогенитального
тракта и, исходя из господствовавших представ�
лений о стерильности легких, не включал эту
область в поле зрения своих интересов [5, 6].
Только к следующему проекту «Интегративный
геном человека» (The Integrative Human
Microbiome Project, iHMP), начавшемуся в 2014 г.,
это предубеждение удалось преодолеть [5]. Та�
ким образом, активное изучение микробиома
легких и ряда отделов верхних дыхательных пу�
тей в норме и при патологиях с применением
методов массового параллельного секвенирова�
ния началось только в 10�е гг. ХХI века.

В норме формирование микробиома легких
определяют два основных процесса: аспирация
микроорганизмов ротовой полости и мукоцили�
арный клиренс, удаляющий большинство «при�
шельцев» из нижних дыхательных путей. Так

формируется сбалансированное сообщество,
находящееся под контролем клеток иммунной
системы, способных уничтожить патогенные
микробы, благодаря работе фаголизосомы.

При моногенном заболевании муковисцидоз
(МВ) мутации в гене трансмембранного регуля�
тора проводимости (cystic fibrosis transmembrane
regulator, CFTR) приводят к нарушению транс�
порта ионов хлора, последствиями которого яв�
ляются мультиорганные поражения. В центре
внимания врачей, прежде всего, находится сос�
тояние нижних дыхательных путей пациентов с
МВ, поскольку снижение функции легких ска�
зывается на качестве жизни пациентов и опре�
деляет продолжительность жизни.

Следует отметить, что при повреждении
хлорного канала нарушается мукоцилиарный
клиренс не только в легких, бронхах, трахее, но
и в полостях носа, в т.ч. в пазухах. Секрет ста�
новится все более плотным, создавая препят�
ствие для работы реснитчатого эпителия. На�
капливаются микроорганизмы, их атакуют
клетки иммунной системы, но не могут уничто�
жить, поскольку нарушение работы хлорного
канала не позволяет должным образом закис�
лить полость фаголизосомы. В ответ на сигна�
лы макрофагов приходят нейтрофилы, у кото�
рых также не работает хлорный канал. Некроз
клеток иммунной системы способствует фор�
мированию дезинтегрированного воспалитель�
ного процесса при хронической инфекции,
обусловленной размножающимися микроорга�
низмами [7].

Изменения в составе микробиома у больных
МВ начинаются с ранних лет [8], выявить триг�
гер этих изменений позволят последовательные
исследования микробиома пациентов в течение
всей их жизни. Накопленные в настоящий мо�
мент знания сформировали представление о так
называемом «здоровом микробиоме» нижних
дыхательных путей, в который входят предста�
вители трех основных филумов: Actinobacteria,
Bacteroidetes и Firmicutes [9]. Несмотря на то что
протеобактерии присутствуют в сбалансирован�
ном микробиоме здоровых людей [10], их появ�
ление в микробном сообществе легких больных
МВ является настораживающим фактором, по�
этому протеобактерии, прежде всего, подлежат
регулярному контролю в нижних дыхательных
путях пациентов с МВ. Данные о пациентах с
хронической инфекцией легких отражаются в
национальном и международных регистрах
больных МВ [11, 12].

При сопоставлении микробиомов легких
здоровых добровольцев и пациентов с МВ в пер�
вую очередь необходимо обратить внимание на
такой параметр, как бактериальная нагрузка.
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Она низка у здоровых людей в течение всей жиз�
ни и у детей с МВ в раннем возрасте. Начало из�
менений в микробиоме пациентов с МВ, выра�
жающееся в увеличении бактериальной нагруз�
ки, росте количества протеобактерий и сниже�
нии разнообразия микробного сообщества, за�
висит от многих параметров, ключевой из кото�
рых пока не определен [13].

Протеобактерии, попадающие в организм
человека из окружающей среды, заслуживают
особого внимания в отношении больных МВ.
За годы наблюдений с 1950�х гг. доказано, что
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia spp.,
Achromobacter spp. и Stenotrophomonas maltophilia,
относящиеся к условно�патогенным микроор�
ганизмам, являются патогенами при муковис�
цидозе [14]. При инфицировании этими мик�
роорганизмами нижних дыхательных путей
снижается функция легких, сокращается 5�лет�
няя выживаемость [15], возникает опасность
заселения этими бактериями трансплантата
легких [16].

Обострения заболевания легких, антибиоти�
котерапия, класс мутаций в гене CFTR и другие
факторы влияют на состояние микробиоты,
сдерживание патогенных микроорганизмов и
снижение функции легких [17–19].

Однако даже после успешной антибиотико�
терапии протеобактерии появляются в легких
вновь, причем бактерии того же генотипа, что и
колонизировавшие ранее нижние дыхательные
пути. Наблюдения за пациентами, инфициро�
ванными Burkholderia и перенесшими транс�
плантацию легких, показали, что в зависимости
от состояния пациента и патогенных свойств
бактерии Burkholderia прежнего генотипа засе�
ляла новые легкие сразу после пересадки, через
3 месяца, через год и более, но через 2,5 года
после операции Burkholderia была выявлена у
всех исследованных пациентов [20].

Эти факты заставили обратить внимание на
верхние дыхательные пути, а именно пазухи но�
са, как возможный резервуар инфекции. В пи�
лотном исследовании мы показали, что у всех
пациентов, для которых были одновременно
взяты образцы лаважа пазух носа и мокроты,
совпали генотипы патогенных микроорганиз�
мов в обоих образцах [21].

Поскольку хронический риносинусит, нару�
шение мукоцилиарного клиренса пазух носа
наблюдаются у всех пациентов с МВ, но только
у доли больных разрастаются полипы назальных
пазух и средней раковины, мы предприняли
следующий этап исследования для выяснения
роли морфологических образований носа в фор�
мировании микробиома верхних дыхательных
путей и его влиянии на микробиом легких.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материал. В анализе были 53 образца от 21
пациента c МВ (15 взрослых, медиана возраста
27,3 года; 6 детей, медиана возраста 8,7 лет): 22
образца мокроты, 14 образцов лаважа верхнече�
люстных пазух носа, 2 назофарингеальных смы�
ва, 8 трахеальных аспиратов и 7 фрагментов по�
липов, полученных во время полипэктомии. По
состоянию верхних дыхательных путей отола�
ринголог всем пациентам поставил диагноз хро�
нический риносинусит преимущественно тяже�
лого течения с полипами или без них.

Забор образцов осуществляли специалисты
лечебных учреждений, в которых наблюдались
пациенты. Информированные согласия на ис�
следование образцов были получены врачами
от взрослых больных МВ, пациентов старше 15
лет, а также от родителей и опекунов несовер�
шеннолетних пациентов младше 15 лет. Цикл
исследований биологических образцов паци�
ентов, больных МВ и врожденным пороком
развития легких, был одобрен комитетом по
биомедицинской этике НИИЭМ им. Н.Ф. Га�
малеи Минздрава России (протокол № 1 от
17.05.2012).

Методы. ДНК из образцов мокроты выделя�
ли согласно инструкции к набору реактивов
Maxwell 16 Tissue DNA Purification Kit на прибо�
ре Maxwell MDX Instrument («Promega», США).

Основной микроорганизм биологического
образца определяли с помощью амплификации
и секвенирования фрагмента гена 16S rDNA, как
описано ранее Voronina et. al. [22]. Экспресс�ди�
агностику бактерий порядка Burkholderiales, по�
ражающих дыхательные пути больных муковис�
цидозом, выполняли согласно схеме для моле�
кулярно�генетического типирования, предло�
женной Ворониной с соавт. [23]. Для выявления
Pseudomonas aeruginosa использовали наиболее
вариабельную мишень схемы мультилокусного
секвенирования (MLST, MultiLocus Sequence
Typing) trpE, следуя методике Curran et al. [24] с
нашими модификациями.

Идентификацию гена mecA в составе стафи�
лококковой хромосомной кассеты (staphylococ�
cal cassette chromosome mec, SCCmec), опреде�
ляющей устойчивость к метициллину, проводи�
ли с праймерами Мес_10�11_For 5′�ATGTAT�
GCTTTGGTCTTTCT�3′ и Мес_10�11_Rev
5′�TACACATATCGTGAGCAATGA�3′, разрабо�
танными нами. Для амплификации фрагмента
гена mecA использовали следующую программу:
95 °С – 10 мин; (95 °С – 30 с, 52 °С – 1 мин,
72 °С – 1 мин) × 35; 72 °С – 5 мин. В положи�
тельных образцах размер продукта амплифика�
ции составлял 584 п.н.
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Выявление возбудителей микозов проводи�
ли на основе амплификации и секвенирования
региона ITS1_5.8S_ITS2 согласно протоколу,
опубликованному Ворониной с соавт. [25].

Для определения состава микробиома раз�
личных отделов респираторного тракта прово�
дили массовое параллельное секвенирование
ампликонов гена 16S rDNA на платформе MiSeq
Illumina, как описано Рыжовой с соавт. [19].

Полученные данные анализировали с по�
мощью модуля Microbial Genomics программы
CLC Genomic Workbench v.11 – 12. Для опреде�
ления OTU (Operational Taxonomic Unit) ис�
пользовали базу данных Greengenes v.13_8 с
уровнем сходства 97%.

Данные секвенирования депонировали в
SRA (Sequence Read Archive) NCBI: BioProject
accession number PRJNA544655 для микробио�
мов взрослых, PRJNA544933 – для микробио�
мов детей.

Для оценки альфа�разнообразия (таксоно�
мическое разнообразие микробиоты в конкрет�
ном образце) использовали коэффициент фило�
генетического разнообразия, а также Simpson’s
index, показатели Shannon entropy и Chao 1 bias�
corrected. Бета�разнообразие (степень попарно�
го сходства таксономического состава микроби�
оты разных проб) было оценено с помощью ин�
дексов Jaccard, Bray�Curtis, Euclidean distance, а
также различных метрик UniFrac (Unweighted
UniFrac, Weighted UniFrac, Weighted UniFrac not
normalized, D_0 UniFrac, D_0.5 UniFrac), учи�
тывающих филогенетическую структуру сооб�
щества [26].

Для подробного анализа сходства между об�
разцами использовали Principal Coordinate
Analysis (PCoA), основанный на многомерном
рассмотрении данных [27]. Подгруппы взрос�
лых пациентов формировали с учетом следую�
щих параметров: 1) возраст: 18–25, 26–30 лет;
2) значение ОФВ1 (объем форсированного вы�
доха в первую секунду): 70–115%, 40–69%,
<40%; 3) тип образца: из верхних или нижних
дыхательных путей; 4) степень тяжести болезни
легких: легкое течение, средней тяжести, тяже�
лое течение; 5) основной микроорганизм, выяв�
ленный в микробиоме (восемь групп); 6) класс
мутации в гене CFTR (Cystic Fibrosis Transport
Regulator). Для определения класса мутаций ис�
пользовали базу данных МГНЦ LOVD v.0.1 [28].

Анализ статистической значимости разли�
чий между группами образцов производили с
помощью метода PERMANOVA (PERmutational
Multivariate ANalysis Of Variance) [29]. Для каж�
дой пары групп рассчитывали псевдо'f статис�
тику, величину уровня значимости p и скоррек�
тированные по Бонферрони p'значения. Досто�

верными признавали только различия для групп
с p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение микроорганизмов верхних и нижних
дыхательных путей в группе детей с МВ. Иссле�
дования последнего десятилетия доказали необ�
ходимость контроля микроорганизмов верхних
дыхательных путей у больных МВ. Однако неяс�
но, в каком возрасте пациента опасные для
функции легких микроорганизмы колонизиру�
ют верхние дыхательные пути, особенно пазухи,
среднюю и верхнюю раковины носа. Получение
образцов такого рода у детей затруднено болез�
ненностью процедуры. Источником материала
могут служить фрагменты полипов, удаленных
при полипэктомии.

При анализе материала от пяти пациентов с
МВ было показано, что у четырех детей полипы
содержали Staphylococcus aureus, являющийся
аутохтонным микроорганизмом для носовой
полости. Отсутствие генов mecA в образцах
подтвердило чувствительность S. aureus к мети�
циллину, что также свидетельствовало в пользу
аутохтонного происхождения выявленных бак�
терий. Пациент 3�CHP, у которого в полипах
был выявлен только S. aureus, при дальнейшем
наблюдении демонстрировал нормальную
функцию легких и отсутствие протеобактерий в
трахеальном аспирате при преобладании
Streptococcus spp.

У четырех пациентов и в полипах, и в трахе�
альном аспирате выявили P. aeruginosa. Геноти�
пы бактерий в нижних и верхних дыхательных
путях совпали у всех пациентов. Следует отме�
тить, что у ребенка 2�CHP с 9 до 12 лет в трахе�
альном аспирате из протеобактерий обнаружи�
вали только Achromobacter xylosoxidans ST251, од�
нако после его эрадикации в образцах из ниж�
них дыхательных путей детектировали P. aerugi'
nosa того же генотипа, что ранее был выявлен в
полипах носа.

У близнецов 4�CHP и 5�CHP помимо одина�
ковых P. aeruginosa в полипах были обнаружены
грибы Auriculariopsis ampla (Fungi; Dikarya;
Basidiomycota; Agaricomycotina; Agaricomycetes;
Agaricomycetidae; Agaricales; Schizophyllaceae),
тогда как в трахеальном аспирате обоих пациен�
тов присутствовали дрожжеподобные грибы
Candida albicans. В то же время даже у близнецов
наблюдали отличия в микробиомах: если основ�
ным микробом полипов пациента 4�CHP был
S. aureus, то в полипах 5�CHP преобладал
Haemophilus influenzae, ранее обнаруженный в
образцах трахеального аспирата.
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Таким образом, полученные данные подтвер�
ждают, что уже в детском возрасте у пациентов с
МВ верхние дыхательные пути могут служить
резервуаром бактерий, инфицирующих легкие.

Сравнение альфа?разнообразия бактерий в
микробиомах ребенка и взрослых с диагнозом МВ.
Протеобактерии порядка Burkholderiales опасны
для больных МВ способностью формировать
эпидемические штаммы, распространяемые воз�
душно�капельным путем. Для российских паци�
ентов наиболее значимыми являются B. ceno'
cepacia ST709 (Sequence Type) и A. ruhlandii ST36
[21]. При хронизации инфекции не отмечено
эрадикации этих бактерий из дыхательных пу�
тей. Поэтому когда у ребенка 82�CF в возрасте
4 г. 9 мес. была выявлена B. cenocepacia ST709, вра�
чами стационара была применена интенсивная
терапия, а также проведена операция по промы�
ванию пазух носа. Анализ лаважа пазух показал,
что даже после очистки легких от буркхолдерии
в пазухах носа сохранялись различные предста�
вители порядка Burkholderiales, а также другие
протеобактерии. Несмотря на то что антибиоти�
котерапия оказала влияние на фирмикутов, ин�
декс альфа�разнообразия (max 12) для образцов
трахеального аспирата и пазух носа пациента
82�CF был достаточно высоким (рис. 1) и значи�
тельно превышал соответствующий показатель
(max 7) для образцов взрослых даже у самого
благополучного пациента 61�CF c сохранной
функцией легких и чистыми пазухами носа при
легкой форме хронического риносинусита.

Эти данные подтверждают, что регулярные
обострения и курсы антибиотикотерапии сокра�
щают разнообразие микробиома легких пациен�

тов с МВ, что снижает способность здоровой
части микробиома противостоять патогенным
микроорганизмам.

Сопоставление микробиомов пазух носа и
нижних дыхательных путей у взрослых пациентов
с МВ. Взрослых пациентов, вошедших в анализ
микробиома респираторного тракта, можно раз�
делить на три группы по тяжести заболевания
легких: легкая форма, средняя и тяжелая. Толь�
ко у одного пациента первой группы – 61�CF –
отсутствовали протеобактерии в мокроте в пе�
риод наблюдения. У всех остальных пациентов
вне зависимости от тяжести заболевания легких
в мокроте были выявлены представители родов
Burkholderia, Achromobacter и Pseudomonas.

В лаваже пазух носа бактерии и грибы отсут�
ствовали у пациента 61�CF. Лишь следы
Burkholderia обнаружены у пациента 74�CF в об�
разце лаважа пазух носа, полученного в процес�
се полипотомии и полисинусотомии носа
(рис. 2). В образце преобладал S. aureus, тогда
как в легких 90% всего микробиома составляла
B. cenocepacia ST709. Объяснение такого исклю�
чения врачи видят в чрезвычайно затрудненном
носовом дыхании из�за разрастания полипов.

У пациентов 70�CF и 71�CF преобладание
фирмикутов в образцах из верхних дыхательных
путей («n») определили проблемы взятия мате�
риала. У пациентов в силу тяжести состояния
был выполнен только прокол пазух, и смыв
включал не только вытекший гной, но и бакте�
рии носоглотки, поэтому эти два образца следу�
ет считать назофарингеальными смывами, обо�
гащенными содержимым пазух. Как видно из
рис. 2, в образцах «n» этих пациентов 80–90%
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Рис. 1. Альфа�разнообразие микробиомов в образцах пациентов с муковисцидозом. а – Образцы ребенка 82�CF: a – тра�
хеальный аспират, n – лаваж пазух носа; б – образцы взрослых пациентов: s – мокрота, n – лаваж пазух носа
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всех бактерий составляли фирмикуты, однако
обнаруженные протеобактерии соответствовали
по генотипу выявленным в мокроте.

У остальных пациентов протеобактерии пре�
валировали в микробиоме пазух носа даже в пе�
риод благополучного состояния микробиома
легких, например, у пациентов 60�CF и 64�CF.

При сравнении всех образцов мокроты со
всеми образцами лаважа пазух носа достоверное
отличие было получено по индексам Unweighted
UniFrac (p = 0,00118) и D_0 UniFrac (p = 0,0001)
(рис. 3). Фракции фирмикутов, а также минор�
ных актинобактерий и бактероидов отличались
по составу между микробиомами пазух носа и
мокроты (параметры достоверности для отме�
ченных на рис. 3 таксонов представлены в табли�

це). Среди фирмикутов пазух носа ожидаемо ли�
дировали Staphylococcus, а в мокроте – Streptococ'
cus. Бактероиды Prevotella и Capnocytophaga,
представленные в микробиоме мокроты, практи�
чески отсутствовали в пазухах носа. Для филума
актинобактерий в образцах мокроты были харак�
терны Actinomyces и Atopobium, а в пазухах носа
был выявлен Propionibacterium. В то же время про�
теобактерии, преобладавшие как в микробиоме
пазух, так и в микробиоме легких, практически
не отличались по составу. Дополнительный так�
сон в пазухах носа представляли энтеробактерии.
Таким образом, мы получили еще одно подтвер�
ждение характеристики пазух носа как резервуа�
ра протеобактерий, способных поддерживать ин�
фекцию в легких у пациентов с МВ.
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Рис. 2. Представленность филумов бактерий (а) и таксонов Proteobacteria (б) в образцах респираторного тракта взрослых
пациентов с муковисцидозом: n – лаваж верхнечелюстных пазух (для пациентов 70�CF и 71�CF – назофарингеальные
смывы, обогащенные содержимым пазух), s – мокрота. Фигурными скобками объединены образцы одного пациента
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Сравнение микробиомов пазух носа взрослых
пациентов с МВ с полипами и без полипов. У всех
взрослых пациентов, взятых в исследование,
отоларингологом диагностирован хронический
риносинусит. Только у пациента 61�CF отмече�
но легкое течение, остальные 14 пациентов ха�
рактеризовались тяжелым течением риносину�
сита. У восьми пациентов полипы отсутствова�
ли, у шести обнаружены полипы второй степени
с обеих сторон. У пациента 68�CF были проана�
лизированы два образца из пазух носа: один об�
разец был взят до, а второй – после полипо� и
полисинусотомии. У пациента 72�CF лаваж па�
зух носа был получен через два месяца после
третьей за последние 16 лет операции полипо� и
полисинусотомии.

Результаты PCoA микробиомов образцов па�
зух носа представлены на рис. 4, а. Как видно на
рисунке, группировка образцов по признаку на�
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Рис. 3. Сопоставление состава филумов Actinobacteria (а), Bacteroidetes (б), Firmicutes (в) и Proteobacteria (г) в мокроте и
образцах из верхних дыхательных путей взрослых пациентов с муковисцидозом: s – 21 образец мокроты, n – 13 образцов
лаважа верхнечелюстных пазух носа и 2 назофарингеальных смыва, обогащенных содержимым пазух

Род, OTU 

Prevotella, 530206

Actinomyces, 875735

Atopobium, 4451251

Capnocytophaga, 1106150

Staphylococcus, 1084906

Streptococcus, 561636

Достоверность отличий по содержанию таксонов актино�
бактерий, бактероидов и фирмикутов в образцах мокроты
и лаважа пазух носа

p

8,84E�09

4,28E�11

4,04E�11

1,88E�12

2,93E�11

7,14E�11

FDR p

2,43E�07

2,44E�09

2,41E�09

2,07E�10

1,99E�09

3,71E�09

Примечание. FDR − false discovery rate (доля ложных
отклонений).
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личия/отсутствия полипов не наблюдается.
Достоверно различаются микробиомы двух
групп: I – с доминирующей Burkholderia и II –
с превалирующим Pseudomonas. Причем в груп�
пу I входят оба образца пациента 68�CF. У па�
циента 72�CF даже после третьей операции
протеобактерии составляли 100% микробиома,
среди которых лидировала E. coli, а P. aerugi'
nosa, превалировавший в микробиоме легких,
составлял < 10% (рис. 2). Таким образом, для
эрадикации протеобактерий недостаточно
только оперативного вмешательства, необхо�
дима длительная антибиотикотерапия посред�
ством ингаляций и приверженность пациентов
к лечению.

Сопоставление микробиомов респираторного
тракта в подгруппах сравнения взрослых пациен?
тов. Результаты PCoA всех образцов респира�
торного тракта (рис. 4, б) выявили три достовер�
но отличающиеся группы по доминирующему
микроорганизму. Наиболее многочисленная
группа I Burkholderia отличалась от группы II
Achromobacter по всем восьми использованным
индексам (Bray–Curtis p = 0,00016), от группы III
Pseudomonas – по всем, кроме Euclidean
(Bray–Curtis p = 0,000116). Отличие группы II от
группы III подкреплено восемью индексами
(Bray–Curtis p = 0,00433).

Обращает на себя внимание положение об�
разцов пациента 61�CF с самым здоровым мик�
робиомом (наиболее удаленные точки по оси
PCo3 12%). Увеличение доли фирмикутов и со�

кращение доли протеобактерий до 30% в образ�
цах мокроты пациентов 60�CF и 62�CF в благо�
получный период приводит к смещению образ�
цов вверх по оси PCo2 19%.

В то же время образцы лаважа пазух носа со
сложным сочетанием нескольких протеобакте�
рий выстроились вдоль оси PCo1 31%: 22P3,
22P8, 19P20, а образцы мокроты с комбинацией
протеобактерий сместились по оси PCo2 19%:
19P21 и 22P7.

При сравнении микробиомов в подгруппах
по ОФВ1 было получено достоверное отличие
подгруппы 1 с ОФВ1 70–115% от подгруппы 3 с
ОФВ1 < 40% (Bray–Curtis p = 0,00899).

Сравнение подгрупп по классам мутаций по�
казало, что достоверные отличия наблюдаются
между подгруппами Class II/Class I и Class V/
Class I (Bray–Curtis p = 0,02857), а также между
Class II/Class II и Class V/Class I (Euclidean p =
= 0,02573). Эти данные подчеркивают вклад
мягких мутаций (Class V) даже в гетерозиготном
состоянии в сочетании с мутацией I класса.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Персонализированная медицина, учитыва�
ющая влияние генетических особенностей и ок�
ружающей среды на состояние здоровья челове�
ка [30], не может не принимать во внимание еще
один «весомый» комплекс генов – микробиом.
Поскольку муковисцидоз – заболевание, затра�
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Рис. 4. Результаты PCoA микробного разнообразия образцов взрослых пациентов с муковисцидозом. а – Образцы лаважа
верхнечелюстных пазух (13 образцов) и назофарингеальных смывов (2 образца). Красные круги – образцы пациентов с
полипами, синие круги – образцы пациентов без полипов. Подгруппа I – образцы с Burkholderia, подгруппа II – образцы
с Pseudomonas. Звездочкой отмечены образцы назофарингеальных смывов; б – все образцы от взрослых пациентов. Под�
группа I – образцы с Burkholderia, подгруппа II – образцы с Achromobacter, подгруппа III – образцы с Pseudomonas

а б
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гивающее многие органы и ткани, системный
подход к его лечению сложился и в детских, и во
взрослых Центрах муковисцидоза. Один из ком�
понентов этого подхода – микробиологическая
диагностика. Обоснованный забор образцов,
выполненный под наблюдением пульмонологов
и отоларингологов, пролонгированное наблю�
дение, учитывающее применяемую антибиоти�
ко� и физиотерапию, питание, географию пере�
мещений пациента и др. факторы, помогают в
трактовке изменений микробиома дыхательных
путей пациента, что обеспечивает своевремен�
ную корректировку терапии и стабилизацию
состояния больного.

Включение в наблюдение верхних дыхатель�
ных путей способствовало выявлению еще од�
ного резервуара инфекции, а также содейство�
вало обоснованию и активному внедрению ин�
галяционной терапии. Морфологические изме�
нения в носовой полости – полипы, снижаю�
щие в т.ч. эффективность ингаляций, оказались
в поле зрения отоларингологов и микробиоло�
гов.

По данным Pletcher et al., полипы носа и па�
зух носа выявляют более чем у 40% детей с МВ
[18]. Полипотомия в детском возрасте приводит
к улучшению синоназального кровотока, что
опосредованно улучшает качество жизни паци�
ента, но не гарантирует от повторного появле�
ния полипов. Пациенту 72�CF, включенному в
наше исследование, полипотомию проводили
трижды.

Исследование микробного состава смывов с
полипов, удаленных при операции, показало,
что уже в возрасте семи лет пазухи пациента с
МВ инфицированы P. aeruginosa. В нашей не�
большой выборке образцов детей этот патоген�
ный микроорганизм встречался чаще всего.
Настораживает также выявление грибов Auri'
culariopsis ampla в образцах близнецов. Это бази�
диомицеты семейства Schizophyllaceae. Пред�
ставитель другого рода этого семейства,
Schizophyllum commune, известен как возбудитель
инфекций человека с 1950 г. В большинстве слу�
чаев S. commune поражал органы дыхания: в 63%
регистрировали бронхолегочное заболевание, в
31% – синусит [31].

Следует отметить, что у близнецов были вы�
явлены индивидуальные отличия в микробиомах
дыхательных путей. Наблюдение за нижними
дыхательными путями пациентов в течение трех
лет позволило детектировать эти отличия еще до
появления в микробиоме P. aeruginosa, тогда мар�
кером микробиома одного из близнецов был
H. influenzae, обнаруженный теперь в пазухах. В
последних образцах трахеальных аспиратов при
сходстве большинства идентифицированных

микроорганизмов преобладающие флавобакте�
рии отличались: у 4�CHP выявлен Capnocytophaga
spp., а у 5�CHP – Chryseobacterium spp.

В группе взрослых пациентов полипы отме�
чены у 40% больных. Сопоставление филогене�
тического разнообразия микробиомов пазух но�
са двух групп не выявило отличий между ними.
Полипо� и полисинусотомия не оказала крат�
косрочного влияния на состав микробиома па�
зух носа двух прооперированных пациентов,
возможно, длительная антибиотикотерапия при
соблюдении пациентом рекомендаций врача бу�
дет более эффективно воздействовать на микро�
бы пазух носа. В настоящее время мы можем
констатировать, что нарушение мукоцилиарно�
го клиренса является определяющим в развитии
инфекций пазух носа.

Заметим, что у пациентов с хроническим ри�
носинуситом, но без диагноза МВ, Biswas et al.
не выявили отличий между группами с полипа�
ми и без полипов ни по филогенетическому раз�
нообразию микробиомов, ни по маркерам вос�
паления [32].

Протеобактерии, как наиболее опасные па�
тогенные микроорганизмы, у 13 из 15 взрослых
пациентов были обнаружены в двух отделах ды�
хательных путей и совпали по генотипу. У деся�
ти пациентов протеобактерии в пазухах носа
составили 70–100% микробиома. У троих паци�
ентов такое изобилие протеобактерий в пазухах
носа отмечено даже в период сравнительного
благополучия в микробиоме легких. В нашей
выборке были выявлены Burkholderia, Pseudo'
monas и Achromobacter, их комбинации, а также
Stenotrophomonas и E. coli в сочетании с
Pseudomonas. В работе Biswas et al. снижение био�
разнообразия микробиома пазух отмечали в об�
разцах с такими протеобактериями, как Pseudo'
monas, Haemophilus и Achromobacter [32].

Сопоставляя микробиомы пазух носа и лег�
ких, отметим, что у восьми из 14 взрослых па�
циентов мы наблюдали существенно перекры�
вающиеся по составу микробиомы. Однако у
шести пациентов в пазухах носа были выявле�
ны отдельные микроорганизмы, отсутствую�
щие в легких, например, E. coli у пациента
72�CF. По мнению одних исследователей,
Lucas et al., наличие патогенной бактерии в па�
зухах носа не является предиктором появления
ее в легких [33]; по мнению других, Fothergill et al.,
в пазухах носа Pseudomonas приобретает адап�
тивные признаки, которые обеспечивают эф�
фективную колонизацию нижних дыхательных
путей [34].

Таким образом, дальнейшая колонизация
легких микроорганизмами из пазух носа являет�
ся лишь вопросом времени, однако правильно
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ВОРОНИНА и др.

выбранная стратегия лечения может стать сдер�
живающим фактором.

В настоящее время с появлением таргетных
препаратов, позволяющих частично восстано�
вить функцию хлорного канала, стратегию ле�
чения определяет мутация в гене CFTR. В на�
шем исследовании показана корреляция между
классом мутации и разнообразием микробного
сообщества отделов респираторного тракта.
Мягкая мутация (Class V) даже в сочетании с
мутацией I класса улучшала состояние микро�
биома. Самые необычные микробиомы мы
наблюдали у пациента 67�CF с мутациями
[delta]F508/P205S (Class II/Class V). В легких у
этого пациента были обнаружены Actinobacte�
ria (Rothia – 29%), Firmicutes (Lactobacillus –
6%, Lactococcus – 2%, Streptococcus – 37%),
Proteobacteria (Pseudomonas – 1%, Xanthomona�
daceae – 10, Stenotrophomonas – 12%), в то время
как в пазухах носа выявлены Proteobacteria
(Pseudomonas – 2%, Xanthomonadaceae – 47%,
Stenotrophomonas – 51%).

Таким образом, наши данные поддержива�
ют концепцию микробной транслокации в ды�
хательных путях у пациентов с МВ, однако от�
вергают роль полипов в формировании состава
и разнообразия микробных сообществ респи�
раторного тракта. По всей видимости, опреде�
ляющую роль играют индивидуальное состоя�
ние слизистого слоя и мукоцилиарного кли�
ренса, а также анатомические особенности па�
зух носа пациентов. Отсутствие патогенных
микроорганизмов в одном из сайтов респира�
торного тракта при их наличии в другом сайте,
по всей видимости, можно считать временным

явлением, связанным с антибиотикорезистент�
ностью патогена и примененной стратегией ле�
чения.

Проведенное исследование показало необ�
ходимость контроля микробиома пазух носа па�
циентов наряду с микробиомом легких, бóль�
шую информативность молекулярно�генетичес�
ких методов исследования по сравнению с куль�
туральными. Подробный пролонгированный
анализ микробиомов, в т.ч. их минорных компо�
нентов, приблизит нас к пониманию триггеров
развития инфекции.
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Microbiota as an integral component of human body is actively investigated, including by massively parallel sequenc�
ing. However, microbiomes of lungs and sinuses have become the object of scientific attention only in the last decade.
For patients with cystic fibrosis, monitoring the state of respiratory tract microorganisms is essential for maintaining
lung function. Here, we studied the role of sinuses and polyps in the formation of respiratory tract microbiome. We
identified Proteobacteria in the sinuses and samples from the lower respiratory tract (even in childhood). In some
cases, they were accompanied by potentially dangerous basidiomycetes. The presence of polyps did not affect forma�
tion of the sinus microbiome. Proteobacteria are decisive in reducing the biodiversity of lung and sinus microbiomes,
which correlated with the worsening of the lung function indicators. Soft mutations in the CFTR gene contribute to
the formation of safer microbiome even in heterozygotes with class I mutations.
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Сформировавшаяся в конце ХХ века регенеративная медицина использует культивированные клетки или
тканеинженерные конструкции для трансплантации в организм человека с целью восстановления утрачен!
ных или поврежденных органов. Однако достигнутые в этом направлении практические успехи оказались да!
леки от многообещающих результатов, полученных в экспериментах. В поисках новых путей развития этой
области стало очевидно, что успешное решение практических задач невозможно в отрыве от изучения фун!
даментальных принципов регуляции развития, обновления и восстановления тканей человека. Эти процес!
сы успешно исследовались клеточными биологами, физиологами и биохимиками в рамках смежного на!
правления, которое часто называют «регенеративной биологией». Было показано, что в ходе регенерации
факторы роста, цитокины и гормоны регулируют не отдельные функции клеток, а, действуя через специфи!
ческие системы рецепции, регулируют важные для восстановления ткани процессы – пролиферацию и диф!
ференцировку клеток. Эти события требуют скоординированных стимулов и поэтому практически невосп!
роизводимы с помощью одиночных белков или низкомолекулярных соединений, т.е. плохо управляемы с
помощью подходов классической фармакологии. Данный обзор суммирует актуальные представления о би!
охимических и клеточных механизмах регуляции обновления и регенерации тканей человека, обращая вни!
мание на некоторые общебиологические и эволюционные аспекты в этой области. Особое внимание в нем
уделяется биохимическим механизмам регуляции, в частности, роли факторов роста и цитокинов, а также
механизмам рецепции этих молекул. В отдельном разделе затронуты перспективные практические подходы
для активации регенерации с помощью малых молекул или секретома стволовых клеток, который содержит
широкий репертуар факторов роста, цитокинов, пептидов, а также внеклеточные везикулы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: регенеративная медицина, стволовая клетка, фактор роста, цитокин, внутриклеточ!
ная сигнализация, рецепторная тирозиновая киназа.
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В живых системах регенерация идет на всех
уровнях – синтезируются и разрушаются моле!
кулы, обновляются и восстанавливаются после
повреждения ткани, гибнут и появляются новые

клетки [1]. Постоянная регенерация обеспечи!
вает физиологическое обновление, поддерживаю!
щее соответствие организма структуре, вырабо!
танной в ходе эволюции, а обновление на моле!

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГТ – генная терапия; МСК – мезенхимные стромальные клетки; РТК – рецепторные ти!
розиновые киназы; СК – стволовые клетки; PDGF – тромбоцитарный фактор роста; ФР – факторы роста; FGF – фак!
тор роста фибробластов; PDGF, VEGF, EGF, IGF!1 – тромбоцитарный, эндотелиальный, эпидермальный и инсулинопо!
добный факторы роста соответственно; HGF – фактор роста гепатоцитов.

* Статья посвящается 80!летию кафедры биохимии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова (см. том 84,
вып. 11, 2019).
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кулярном уровне необходимо для устойчивых
взаимодействий внутри ткани и регуляции иду!
щих в ней процессов.

Человек по своей способности к репаратив!
ной регенерации (т.е. регенерации после повреж!
дения) значительно уступает другим многокле!
точным организмам, однако процессы идущего в
течение жизни обновления тканей имеют впечат!
ляющие масштабы. Практически все клетки су!
ществуют определенный отрезок времени, по ис!
течении которого происходит их программируе!
мая гибель, после чего погибшая клетка ограни!
ченное количество раз замещается вновь образо!
ванной клеткой такого же типа. Этот цикл явля!
ется основой тканевого гомеостаза, т.е. постоян!
ства клеточного состава ткани [2, 3]. Ежедневно у
взрослого человека обновляется ~1% зрелых
эритроцитов, т.е. за сутки разрушается 1011 крас!
ных клеток крови и столько же появляется за счет
того, что из костного мозга каждую секунду вы!
ходит 2–3 млн новых эритроцитов [4]. Постоян!
ное обновление с разной скоростью идет в коже,
жировой ткани, во всех паренхиматозных и по!
лых органах, сердечно!сосудистой и нервной
системах. Можно сказать, что гибель и появле!
ние новых клеток формируют подобие прямой и
обратной реакций с константами, меняющимися
в разные периоды жизни организма, а также при
его повреждении или болезни [5].

В этом отношении читателю может оказать!
ся интересен классический труд Richard J. Goss
«Principles of regeneration» («Принципы регене!
рации»), в котором он удачно заметил: «Если бы
не было регенерации, то не стало бы живого. Но
если бы все живое регенерировало, то не было
бы смерти. Все многоклеточные организмы по!
стоянно “живут” и “умирают”, совмещая в себе
эти две крайности» [1].

Не менее удачной является еще одна анало!
гия, приведенная David L. Stocum: «Регенерация
позволяет живой системе ограниченное время
противостоять разрушительному воздействию
второго закона термодинамики, сохраняя свою
целостность. В этой борьбе индивидуум обречен
на поражение, но за время жизни он позволяет
виду выйти из нее победителем, дав начало по!
томству» [6].

Выше мы упомянули, что млекопитающие
по своим способностям к репаративной регене!
рации уступают другим позвоночным, например
хвостатым амфибиям или рыбам, способным к
многократному «отращиванию» конечностей и
даже внутренних органов.

Глядя на эти примеры, исторически первым
возникал вопрос: «Как они это делают?». Ответ
на него дали фундаментальные работы по изуче!
нию регенерации у животных, которые прово!

дили с середины XIX века. Идея о том, что рас!
шифровка механизмов регенерации у видов, ко!
торые к ней способны, поможет понять, как за!
пустить аналогичный процесс у человека, вы!
глядела совершенно логичной [7] и позволила,
используя удачные объекты из животного мира,
установить клеточные, молекулярные и, позд!
нее, генетические основы этого феномена. При
этом исследование позвоночных с выдающими!
ся регенеративными возможностями позволило
хорошо ответить на вопрос «как?», но не давало
ответа на второй важный вопрос: «Почему неко!
торые виды лишены этих способностей?» [8].

Ответ на него может быть найден в сравни!
тельных исследованиях двух близкородствен!
ных видов, один из которых способен регенери!
ровать конечность или орган (вид А), а второй
залечивает ранение с образованием культи или
рубца (вид Б). Их сравнение позволило бы не
только понять, что движет регенерацией вида А,
но и разобраться в том, что блокирует ее у вида
Б, например, какая регуляторная система или
сигнальная ось была утрачена или кардинально
изменилась в ходе расхождения этих таксонов.

Эта идея была частично реализована в рабо!
тах по изучению заживления ран у млекопитаю!
щих на этапе эмбриона, которому присуща пол!
ная регенерация, притом что для взрослой осо!
би этого же вида характерно рубцевание в зоне
повреждения [9, 10]. Эти исследования внесли
большой вклад в понимание возможностей ре!
генерации у млекопитающих, однако их объеди!
няет и общий изъян. На стадии эмбриона или
плода организм характеризуется неполным раз!
витием тканей и органов, специфическим гемо!
поэзом и незрелой иммунной системой, а также
находится в водной среде в гипоксическом со!
стоянии [11, 12].

В утробе клетки и ДНК плода защищены от
повреждающего действия активных форм кис!
лорода и излучения, а рождение на свет по
масштабам перестройки организма в какой!то
степени можно сравнить с выходом первых жи!
вотных из воды на сушу. С той разницей, что на
адаптацию у новорожденного уходят не милли!
оны лет, а несколько первых дней жизни. В этот
момент организм из!за контакта с атмосферным
уровнем кислорода испытывает колоссальный
стресс, адаптируясь к новому уровню оксигена!
ции тканей [13, 14]. В первую неделю жизни это
приводит к шквалу эпигенетических модифика!
ций, влияющих на экспрессию сотен генов, ко!
дирующих белки и регуляторные малые РНК
[15, 16]. У человека и других сухопутных млеко!
питающих это считается одной из предпосылок
резкого падения регенеративных способностей
в первые несколько дней жизни [16]. По этим
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причинам в настоящее время высказывают
обоснованные сомнения в том, что сравнение
регенерации эмбриона и взрослой особи релевант!
но и позволит достичь прорывных результатов в
этой области.

РЕПАРАТИВНАЯ РЕГЕНЕРАЦИЯ
У ЧЕЛОВЕКА, ЕЕ ПРИРОДА

И ОСНОВНЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ

Происхождение регенеративных способнос!
тей у вида всегда рассматривалось с двух эволю!
ционных позиций. Первая предполагает, что ре!
генерация конечностей и органов носит при!
способительный характер, и отдельные виды
выработали эту способность. Для закрепления
способности к регенерации необходимо соответ!
ствующее давление отбора – атаки естествен!
ных врагов и повреждения, в которых в природе
нет недостатка. Однако в дикой природе особь,
потерявшая часть тела, выживает с очень низ!
кой вероятностью. Даже если принять, что спо!
собности отращивать плавники у рыб или хвост
у ящерицы сформировались как приспособле!
ние после нападений естественных врагов, то
сложнее будет таким же образом утверждать о
приспособительном происхождении регенера!
ции сердца, поджелудочной железы или печени.
Травма этих органов почти всегда фатальна для
особи, что едва ли позволит закрепиться любо!
му новому признаку [17]. Более реалистичной и
принятой в настоящее время представляется
точка зрения на регенерацию как на «остаточ!
ную» характеристику, т.е. своеобразную рефлек!
сию внутриутробного развития, способность к
которой в ходе эволюции была, например, утра!
чена млекопитающими, однако сохранилась у
амфибий и пресмыкающихся [18].

В конце ХХ века многие открытия, сделан!
ные в регенеративной биологии, заложили базу
для формирования нового направления – реге!
неративной медицины. Однако затем ее форми!
рование происходило в отрыве от классических
направлений биологии, из!за чего произошел
определенный сдвиг в сторону ускорения транс!
ляционных исследований без достаточного вни!
мания к фундаментальным основам регенера!
ции и развития организма. Большая часть ис!
пользуемых методов запуска регенерации у че!
ловека основана на трансплантации культиви!
рованных клеток или тканеинженерных
конструкций [19]. При этом акцент в последние
десятилетия был сделан на прикладных и техно!
логических решениях без должного внимания к
базовым принципам функционирования сис!
тем, контролирующих регенерацию у человека.

У человека репаративная регенерация воз!
можна за счет нескольких механизмов (рис. 1).

Дифференцировка постнатальных стволовых
клеток (СК). После рождения в большинстве
тканей сохраняется и поддерживается пул тка!
неспецифичных (резидентных) СК. Они спо!
собны к самообновлению (делению без потери
недифференцированного состояния), а также к
дифференцировке в определенные типы клеток
[20]. При физиологическом обновлении тканей
они вместе с мезенхимными стромальными
клетками (МСК) обеспечивают тканевой гоме!
остаз, а в случае повреждения становятся клю!
чевым участником процесса регенерации [21].
Упомянутым выше МСК отводят роль клеток,
которые отвечают за поддержание СК [22],
участвуя в формировании микроокружения, на!
зываемого «нишей» [21].

Пролиферация дифференцированных клеток.
Деление клеток организма считалось основным
механизмом регенерации со времен формули!
ровки положений классической клеточной тео!
рии [23]. Позднее выяснилось, что пролифера!
тивный потенциал активно обновляющихся
тканей (слизистых оболочек, печени, кожи) мо!
жет быть недостаточен для поддержания посто!
янства структуры из!за предела Хейфлика и
снижения пролиферативной способности кле!
ток с возрастом [24, 25]. Более того, многократ!
ная пролиферация сопровождается накоплени!
ем «поломок» и сдвигами дифференцировочно!
го состояния, которые лежат в основе развития
дегенеративных заболеваний и опухолей [26].
Таким образом, пролиферация играет важную
роль в регенерации, однако ее возможности на
длительном промежутке времени выглядят ог!
раниченными.

Транзиторная дедифференцировка. В тканях с
низкой пластичностью при регенерации часть
новых клеток появляется по механизму транзи!
торной дедифференцировки. В ходе этого про!
цесса зрелая материнская клетка дает начало до!
черним клеткам с такими же фенотипом и
функцией, проходя через стадию дедифферен!
цированной формы, обладающей пластич!
ностью. При повреждении клетка подвергается
эпигенетическим модификациям, в результате
которых возможен ее временный возврат в ме!
нее специализированное состояние, в котором
она способна к делению с последующей редиф!
ференцировкой для замещения утраченных кле!
ток [27]. В организме человека так идет регене!
рация некоторых экзокринных желез, напри!
мер, слюнной и поджелудочной [28, 29].

Прямая трансдифференцировка. Данный ме!
ханизм заключается в конверсии зрелой клетки
одного типа в другой без возвращения в низко!
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дифференцированные состояния, сопровождаю!
щиеся сильными изменениями потентности.
Перепрограммирование осуществляется при ак!
тивации специфических факторов транскрип!
ции, как правило, экспрессирующихся в ходе
эмбриогенеза (Oct!4, Klf!4, Nanog и др.), а так!
же под контролем регуляторных (микро! и
длинных некодирующих) РНК [30]. Это позво!
ляет клетке миновать опасное с точки зрения
канцерогенеза состояние плюрипотентности и
превратиться в другую специализированную
клетку [31]. Показано, что в организме человека
регенерация с прямой трансдифференцировкой
идет после повреждения островков Лангерганса
[32, 33] и желчных протоков печени [34, 35].

Процессы регенерации и репарации идут
длительно и регулируются гормонами, фактора!
ми роста (ФР), цитокинами, РНК различных
классов и др. [36–38]. Рассмотрим подробнее
регуляторные системы, влияющие на процессы
регенерации и обновления ткани, а также ряд их
особенностей важных с точки зрения биохимии
и медицины.

РЕГУЛЯЦИЯ ОБНОВЛЕНИЯ
И РЕГЕНЕРАЦИИ У ЧЕЛОВЕКА

Нейроэндокринная регуляция обновления и
регенерации. Управление функциями всех клеток
организма осуществляется интегральной нейро!
эндокринной системой, объединяющей регуля!
цию за счет нейромедиаторов и гормонов, кото!
рые различаются скоростью ответа на стимулы и
его продолжительностью. Нервная система ха!
рактеризуется быстрым, почти молниеносным,
ответом, следующим за выбросом в синаптичес!
кую щель нейромедиаторов (ацетилхолина, серо!
тонина, норадреналина и др.). Их рецепторы по!
лучили название ионотропных и представляют
собой лиганд!зависимые трансмембранные ион!
ные каналы [39, 40]. Активация таких каналов
приводит к изменению поляризации мембраны,
а эффекты запускаются и гасятся за доли секун!
ды, что создает оперативный способ регуляции,
лежащий в основе многих рефлекторных реак!
ций (в том числе необходимых для выживания в
критических ситуациях) [41].
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Рис. 1. Основные механизмы репаративной регенерации у человека. Пояснения к рисунку даны в тексте. Условные
обозначения: П – пролиферация; Дедифф – дедифференцировка; Дифф – дифференцировка



БИОХИМИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ РЕГЕНЕРАТИВНЫХ ПРОЦЕССОВ

Более длительными отрезками времени (ми!
нуты, часы) измеряются эффекты гормонов. Их
рецепторами являются белки, расположенные
как на мембране клетки, так и внутриклеточно:
в цитоплазме, на мембранах органелл и в ядре.
Гормональная регуляция не является системой
«включения/выключения»: ее принцип работы
скорее напоминает реостат. Регуляция обеспе!
чивается наличием на мембране клетки не!
скольких типов рецептора к одному и тому же
гормону (рис. 2, а). Примером является адре!
нергическая рецепция, когда на одной клетке
одновременно имеются трансмембранные β! и
α!адренорецепторы, сопряженные с Gs! и Gi!
белками, разнонаправленно регулирующими
активность аденилатциклазы и содержание
внутриклеточного Ca2+ [42].

Известно, что процессы миграции, синтез и
распад жирных кислот, полисахаридов и др. яв!
ляются Ca2+!зависимыми. Эти процессы не мо!
гут идти по принципу «все или ничего», и меха!
низм их регуляции зависит не от перепада кон!
центрации Ca2+ в цитоплазме, который имеет
достаточно узкий интервал, а от частоты осцил!
ляции Ca2+, которая варьирует в широком диа!
пазоне. Такая система обеспечивает плавную,
ступенчатую регуляцию Ca2+!зависимых про!
цессов в клетке [43].

Таким образом, гормоны, в отличие от ней!
ромедиаторов, действуют не на поляризацию
мембраны, а через свои рецепторы активируют
систему внутриклеточных вторичных посредни!
ков (цАМФ, цГМФ, ДАГ, Ca2+ и др.). Вторичные
посредники передают сигнал внутрь клетки, за!
пуская каскад химических модификаций белков
(фосфорилирование, рибозилирование, ацети!
лирование и др.) [44], и управляют метаболичес!
кими процессами, что служит поводом отнести
сами рецепторы гормонов к метаботропным.

Особенностью такой рецепции является фе!
номен десенситизации, направленный на защи!
ту клетки от слишком продолжительного
действия гормона. Если гормон находится на
рецепторе длительное время (более 8–10 мин),
то происходит фосфорилирование рецептора
лиганд!зависимой протеинкиназой, что приво!
дит к снижению сродства рецептора к гормону
[45]. При очень длительной (часами) стимуля!
ции рецептора запускается процесс эндоцитоза,
приводящий к даунрегуляции, вплоть до дегра!
дации рецептора в лизосоме [46]. Это ограничи!
вает период влияния гормонов на клетку мину!
тами, реже часами.

Более продолжительными могут быть эф!
фекты липофильных стероидных и тиреоидных
гормонов, которые проникают в цитоплазму и
взаимодействуют с внутриклеточным рецепто!

ром, в комплексе с которым транслоцируются в
ядро. Там комплекс «гормон–рецептор» спосо!
бен связываться с хроматином и регулировать
экспрессию генов, приводя к масштабным из!
менениям фенотипа клетки, которые сохраня!
ются длительное время [47, 48].

При изучении механизмов гормональной ре!
гуляции на уровне одиночных клеток нами было
показано, что гормональные сигналы критичес!
ки важны для функционирования МСК, кон!
тролирующих тканевой гомеостаз и регенера!
цию при повреждении [49–51]. Мы обнаружи!
ли, что большинство МСК экспрессируют ши!
рокий репертуар рецепторов к гормонам и ней!
ромедиаторам. При этом среди общей популя!
ции только небольшая доля клеток (~5–7%)
способна отвечать на тот или иной гормон акти!
вацией Са2+ сигнализации, т.е. содержит необ!
ходимые компоненты внутриклеточной систе!
мы проведения сигнала. Более того, как стало
известно, однократное воздействие гормона
приводит к резкому росту доли клеток, способ!
ных к ответу на него же при повторном действии
[51]. Это послужило основанием для предполо!
жения о «триггерной роли» популяции МСК,
имеющих функционирующую систему рецеп!
ции гормона. Вероятно, в ответ на действие гор!
мона чувствительные к нему клетки продуциру!
ют факторы, действующие на окружающие
МСК и увеличивающие их чувствительность к
этому агонисту. В клетках!мишенях это может
обеспечиваться как увеличением плотности ре!
цептора на мембране, так и ростом экспрессии
генов, кодирующих белки внутриклеточной
сигнальной системы.

Мы также обнаружили, что однократная
стимуляция β!адренорецепторов вызывает в
МСК переключение с цАМФ!зависимого на
Ca2+!зависимый путь передачи сигнала, т.е. про!
исходит не десенситизация из!за избыточной
активации рецептора, а отложенное во времени
переключение сигнализации на каскад, исходно
связанный с активацией α1!адренорецептора.
Это явление представляет собой т.н. гетерологи!
ческую сенситизацию – уникальный механизм
регуляции гормональной чувствительности,
присущий МСК [50, 52].

Наконец, мы установили, что чувствитель!
ность стволовых клеток к некоторым гормонам
сопряжена с гетерогенностью их дифференциро!
вочного потенциала. В частности, у МСК из жи!
ровой ткани была обнаружена экспрессия всех
компонентов ренин!ангиотензин!альдостероно!
вой системы (РААС), причем экспрессия рецеп!
торов 2!го типа (АТ2) к ангиотензину!II характе!
ризовала субпопуляцию МСК с повышенной
способностью к дифференцировке в адипоциты.
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Рис. 2. Примеры сигнальных каскадов, запускаемых при активации рецепторов гормонов, факторов роста и интерлейки!
нов. а – Гормон может активировать различные сигнальные системы в зависимости от типа рецептора. Агонист (адрена!
лин) может активировать один из трех типов рецепторов и передавать сигнал внутрь клетки с помощью разных G!белков,
аденилатциклазной системы и фосфоинозитидного обмена. Условные обозначения: АЦ – аденилатциклаза; ФЛ!С – фос!
фолипаза С; ТФИ – трифосфоинозитид; цАМФ – циклический анденозинмонофосфат; ИФ3 – инозитол!1,4,5!трифос!
фат; ЭР – эндоплазматический ретикулум; ДАГ – диацилглицерин; СаМ – кальмодулин; ПК – протеинкиназа; ФДЭ –
фосфодиэстераза. б – Активация рецепторов факторов роста и цитокинов приводит к лиганд!зависимой олигомеризации
и аутофосфорилированию по остаткам тирозина. Фосфотирозины являются сайтами связывания адаптерных белков и
сигнальных молекул, в результате чего собирается сигнальный комплекс, осуществляющий передачу сигнала без участия
вторичных посредников. Условные обозначения: Y!P – фосфотирозин; АТF!2, C!MYC, c!FOS, c!JUN – факторы тран!
скрипции; MAPK – митоген!активируемая протеинкиназа; STAT – активатор транскрипции челночного типа; Jak –
Янус!киназа; α, β, γ – субъединицы рецептора цитокина; IL!2 – интерлейкин!2; PDGF – тромбоцитарный фактор рос!
та. Адаптировано из учебника В.А. Ткачука и соавт. «Основы молекулярной эндокринологии: рецепция и внутриклеточ!
ная сигнализация» [41]
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Эти же клетки способны продуцировать ангио!
тензин!II, который действует, вероятно, по ауто!
кринному механизму, что приводит к мобилиза!
ции внутриклеточного Сa2+. При этом мы наблю!
дали рост экспрессии мастер!генов адипогене!
за – PPAR!γ и адипонектина [49] с последующей
адипогенной дифференцировкой МСК.

Приведенные примеры иллюстрируют меха!
низмы участия нейроэндокринной системы и
убедительно показывают ее важность для опера!
тивной регуляции миграции и чувствительности
одиночной клетки в момент времени. Однако
продолжительность эффектов нейромедиаторов
и гормонов намного короче периода, необходи!
мого для воссоздания структуры при репаратив!
ной регенерации, занимающей несколько суток
или недель. Еще одним фактором, ограничиваю!
щим роль гормональной регуляции на всем про!
тяжении регенеративного процесса, является
динамичное изменение чувствительности кле!
ток: это касается как десенситизации под влия!
нием агонистов рецепторов, так и упомянутых
выше переключений сигнализации.

Факторы роста и цитокины – регуляторы обC
новления и регенерации с уникальным механизмом
рецепции. Еще в 70!х годах ХХ века было показа!
но, что после воздействия ФР и цитокинов их
эффекты на миграцию и дифференцировку кле!
ток сохраняются очень долгое время – часы и да!
же дни. Это позволило предположить, что после
однократной стимуляции этими белками клетки
секретируют другие аутокринные факторы, сти!
мулирующие подвижность и дифференцировку
[53, 54]. Также для ФР и цитокинов был описан
мощный митогенный эффект, которым не обла!
дали известные гормоны и который не блокиро!
вали существующие антагонисты метаботроп!
ных рецепторов, что позволило предположить
наличие иных сигнальных путей, активируемых
этими лигандами [55].

Чувствительность клетки к ФР и цитокинам
обеспечивается особой группой трансмембран!
ных белков, одновременно обладающих функ!
циями рецептора и фермента. Всего известно
~60 таких белков, получивших название рецеп!
торных тирозиновых киназ (РТК). Среди них
выделяют несколько семейств: рецепторы фак!
торов роста фибробластов (FGFR), рецепторы
тромбоцитарного (PDGFR), эндотелиального
(VEGFR) и эпидермального факторов роста
(EGFR), а также инсулина и инсулиноподобно!
го ФР (IR и IGF!1R) [56].

Несмотря на некоторые различия в структу!
ре для большинства из них характерен общий
принцип лиганд!зависимой димеризации с по!
следующим аутофосфорилированием остатков
тирозина в составе внутриклеточной части РТК

[56, 57], которое дает начало сигнальному каска!
ду (рис. 2, б).

Следует отметить, что некоторые РТК спо!
собны к спонтанной димеризации в отсутствие
связывания с ФР. Например, IR и IGF!1R
экспрессируются на поверхность клетки уже в
виде (αβ)2 димеров, связанных дисульфидными
связями, однако тирозинкиназную активность
они проявляют только после активации своими
лигандами. Аналогично ведут себя EGFR, Tie!2
(рецептор ангиопоэтинов) и ряд рецепторов эф!
ринов, причем для них описано формирование
очень крупных олигомеров из нескольких де!
сятков РТК [58]. Некоторые авторы предполага!
ют, что такая олигомеризация необходима для
регуляции передачи сигнала после связывания с
соответствующим лигандом [59].

При активации РТК ответ отличается специ!
фичностью в зависимости от фосфорилируемо!
го остатка тирозина, а также многочисленными
точками амплификации сигнала, обеспечиваю!
щими кооперативность действия нескольких
ФР и цитокинов или «перехват» сигнала [56, 60].
Специфичность эффектов, вызываемых фосфо!
рилированием конкретного остатка тирозина,
обеспечивает плеотропный характер рецепции,
т.е. возможность запуска разных сигнальных пу!
тей от одного рецептора (рис. 2, б). Остаток ти!
розина, фосфорилируемого в составе внутри!
клеточной части рецептора, определяет связы!
вание с конкретной сигнальной молекулой и ак!
тивацию сигнального пути. При этом РТК мо!
жет как напрямую запускать определенный кас!
кад, так и выступать в роли адаптерного белка,
необходимого для сборки сигнальных комплек!
сов. Сигнал через каскад внутриклеточных ки!
наз достигает ядра, где активирует факторы
транскрипции и контролирует экспрессию ге!
нов, клеточный цикл, выживаемость и диффе!
ренцировку клетки [61].

Длительное действие ФР обеспечивается
возможностью многократного запуска сигнали!
зации при повторной лиганд!зависимой сборке
олигомерного комплекса РТК. Существующие
механизмы эндоцитоза РТК могут уменьшать
чувствительность клетки к ФР и цитокинам
[62], однако здесь на первый план выходят упо!
мянутые точки амплификации сигнала, на кото!
рых сходятся несколько путей, активируемых
разными рецепторами.

Например, митоген!активируемая протеин!
киназа (МАР!киназа) ERK является посредни!
ком сигнальных путей рецепторов EGF, PDGF и
FGF [63]. По этой причине даунрегуляция одно!
го из этих рецепторов не приведет к выключению
пролиферации клетки, регулируемой ERK!зави!
симыми ядерными факторами Jun, Fos и Myc.
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Таким образом, в отличие от гормонов и
нейромедиаторов ФР и цитокины являются вы!
сокоспецифичными регуляторами клеточной
программы. Они влияют на решение клетки о
входе в клеточный цикл, подталкивают ее к миг!
рации и дифференцировке в ходе развития или
регенерации, т.е. к масштабным в плане струк!
туры ткани событиям. Именно по этой причине
логичным становится «дублирование» сигналь!
ных путей от различных РТК и наличие точек
амплификации, на которых сходятся сигналь!
ные каскады от рецепторов разных ФР и цито!
кинов. Дифференцировка клетки, ее выжива!
ние, пролиферация, а главное – формирование
новых тканевых структур, должны быть защи!
щены от случайных воздействий, поэтому их за!
пуск требует скоординированных сигналов от
нескольких рецепторов и, соответственно, кок!
тейля лигандов. Организованная таким образом
система рецепции работает подобно фильтру,
исключающему сигнальный «шум»: неспецифи!
ческие или случайные воздействия [64].

Аналогично можно отметить дублирование
функций и у самих ФР и цитокинов. Данная осо!
бенность является защитой от временных ло!
кальных условий, которые могут разрушать мо!
лекулы или менять их сродство к рецептору [65].
Например, при сопровождающем тяжелую ги!
поксию ацидозе некоторые ФР (IGF, bFGF) те!
ряют способность связываться с рецептором из!
за снижения рН в ткани [66]. Однако другие ФР
(VEGF165, TGF!β1) устойчивы к ацидозу и про!
должают выполнять свои функции в этой облас!
ти, стимулируя пролиферацию фибробластов и
ангиогенез, сопровождающие заживление ран.

Еще одним примером может быть потеря ак!
тивности фактором роста гепатоцитов (HGF),
который нуждается в протеолитической актива!
ции для перехода в двухцепочечную форму, спо!
собную связываться с его рецептором – с!met
[67]. При повреждении почек экспрессия про!
HGF увеличивается в несколько раз, однако
снижение продукции его активаторов (HGF!A,
матриптаз, урокиназы и др.) делает этот ответ
неэффективным из!за снижения активации
HGF. Компенсаторным в этой ситуации являет!
ся рост продукции IL!10, обладающего, как и
HGF, противовоспалительным и противофиб!
ротическим действием, защищающим жизнен!
но важный орган.

Чтобы проиллюстрировать важность плеот!
ропии ФР в регуляции регенеративных процес!
сов, приведем еще один пример. При восстанов!
лении ткани VEGF и HGF обладают коопера!
тивным действием на пролиферацию и мигра!
цию эндотелия за счет усиления фосфорилиро!
вания ERK1/2 [68], однако эти ФР разнонаправ!

ленно регулируют в эндотелиоцитах активацию
транскрипционного фактора NFκB (VEGF его
активирует, а HGF подавляет, см рис. 3). Одной
из мишеней NFκB является хемокин MCP!1 –
эффективный хемоаттрактант моноцитов, являю!
щихся ключевыми участниками ангио! и арте!
риогенеза в сердце. Таким образом, несмотря на
кооперативное действие VEGF и HGF на про!
лиферацию эндотелия, эти факторы разнонап!
равленно влияли на инвазию моноцитов, без
которых затрудняется стабилизация вновь обра!
зованных в ткани сосудов [69].

Роль факторов роста и цитокинов в межклеC
точной коммуникации, развитии и регенерации.
В чем же уникальность ФР и цитокинов и поче!
му механизмы их рецепции являются важными
для понимания регуляции регенеративного про!
цесса? Эволюционно система РТК – одна из са!
мых поздних, и долгое время считалось, что она
является уникальной особенностью многокле!
точных организмов. За 1,5 миллиарда лет эво!
люции, разделивших одноклеточные эукариоты
и первые многоклеточные организмы, именно
появление тирозинкиназной системы рецепции
считают ключевым шагом для перехода к мно!
гоклеточному строению организмов. Ее роль
заключается в установлении высшего уровня
организации – межклеточных коммуникаций и
организации клеток в ткани и органы [70]. На!
личие выстроенной системы межклеточных взаи!
модействий отличает организмы с облигатно
многоклеточным строением от колоний одно!
клеточных, формируемых по принципу времен!
ных сообществ. Вне такой колонии каждый от!
дельный организм в отсутствие партнеров до!
вольствуется собственной системой рецепции
внешних стимулов и может поддерживать вид за
счет регулярного удвоения, что невозможно для
многоклеточного организма.

РТК были обнаружены у Choanoflagellatea –
жгутиковых простейших, способных к формиро!
ванию колоний и представляющих собой сохра!
нившееся переходное звено от одноклеточных к
многоклеточным организмам [71]. В 2001 году
Kind и Carroll впервые показали наличие у
Monosiga brevicollis мембранного белка MBRTK1,
обладающего тирозинкиназной активностью
[72]. Далее было показано, что первые гены РТК
появились у M. brevicollis ~600 млн лет назад,
причем в удивительно большом количестве. Все!
го у этого вида было идентифицировано 128 (!)
генов, кодирующих РТК, что отражает первич!
ную избыточность, возникшую в ходе приспосо!
бительной реакции, движущая сила которой ос!
тается нам неизвестной [73, 74].

Существующая за счет ФР, цитокинов и РТК
система коммуникации критична для всех эта!
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пов, требующих взаимодействия между клетка!
ми – от развития до обновления и регенерации в
постнатальном периоде. Важную роль, начиная
с ранних этапов эмбриогенеза, играют IGF,
TGF!β1 и !β3, HGF, PDGF!А и !B и появление
спектра РТК, опосредующих чувствительность к
перечисленным ФР [75]. Репертуар экспресси!
руемых ФР формирует сеть взаимных влияний
между элементами, определяющими судьбу каж!
дого из них и ход развития организма [56, 76].
Например, после первых дроблений зиготы
между четырьмя бластомерами имеются сущест!
венные различия, хотя визуально они обладают
совершенно неотличимой сферической формой.
Каждый бластомер обладает уникальными приз!
наками, а также спектром ФР и цитокинов,
действующих ауто! и паракринно в крошечной,

но уже неоднородной системе. В опытах с разде!
лением клеток из состава 4!х и 8!клеточных ста!
дий развития мыши было показано, что одиноч!
ные бластомеры различаются по экспрессии β!
катенина – важного участника канонического
пути Wnt!сигналинга – каскада, задействован!
ного в регуляции дифференцировочного статуса
СК [77, 78]. Дальнейшие стадии эмбриогенеза
характеризуются расширением репертуара про!
дуцируемых ФР и чувствительности к ним. В ре!
зультате этого начинается процесс специализа!
ции клеточных типов, зависящий от миграцион!
ной активности и дифференцировки плюри!, а
затем мультипотентных СК в составе зародыше!
вых листков [79].

С точки зрения организации ткани регенера!
тивный процесс также характеризуется делени!
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Рис. 3. При активации рецепторов VEGFR и c!met усиление митогенного сигнала и разнонаправленное действие на диф!
ференцировку и выживаемость клетки обусловлено сигнализацией от тирозинкиназных рецепторов факторов роста. Уси!
ление сигнала, активирующего пролиферацию и миграцию, происходит за счет кооперативного фосфорилирования RAF!
киназы и активации сигнального пути киназы ERK1/2. При этом разнонаправленное влияние активации VEGFR2 и
c!met на дифференцировку, продукцию воспалительных белков и выживаемость клеток также обусловлено активацией
специфических сигнальных путей, регулирующих транскрипционные факторы и сигнальные комплексы, которые перек!
лючают экспрессию генов. Таким образом, тирозинкиназный путь рецепции может обеспечивать как усиление, так и раз!
личную направленность влияния ФР на одни и те же процессы в клетке
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ем, специализацией клеток и усложнением
структуры под контролем ФР и цитокинов.
После повреждения на месте разрушенной тка!
ни формируется временная структура, основой
которой, как правило, является сгусток крови
[80]. В зависимости от вида этой структурой мо!
жет быть васкуляризованная, но не специализи!
рованная грануляционная ткань или бластема,
состоящая из дедифференцированных сомати!
ческих клеток. В дальнейшем для полноценной
регенерации она должна быть в состоянии обес!
печить условия для дифференцировки, пра!
вильной организации ткани и функционирова!
ния клеток, т.е. усложнения структуры [27]. Этот
процесс зачастую подчиняется закономернос!
тям, аналогичным тем, которые действовали на
этапе эмбрионального развития затронутой час!
ти тела [81].

Стадийность и своевременное переключение
стимулов необходимы для регенерации ткани. Все
фазы репаративной регенерации – от гемостаза
после повреждения до регенерации или фибро!
за – характеризуются активностью специализи!
рованных типов клеток, обладающих особен!
ностями регуляции и, следовательно, требую!
щих специфического набора стимулирующих и
ингибирующих молекул [41, 82].

Самые ранние стадии (образование тромба и
воспаление) высоко консервативны у позвоноч!
ных и обладают критическим значением для вы!
живания особи и борьбы с инфекцией, которая
попадает в зону повреждения. Активация тром!
боцитов, помимо остановки кровотечения, со!
провождается их дегрануляцией и выбросом хе!
моаттрактантов (IL!8, IL!6, IFN!γ и др.), при!
влекающих в зону повреждения нейтрофилы.
Их защитная функция реализуется за счет вы!
броса токсических молекул и активной продук!
ции свободных радикалов, уничтожающих в
зоне повреждения как микробы, так и клетки
макроорганизма. Массовая гибель нейтрофилов
очищает рану и создает новый градиент цитоки!
нов (MCP!1, MIP!1, TNF!α), привлекающих
моноциты и запускающих их дифференцировку
в макрофаги. Фагоцитирующие макрофаги по!
глощают клеточный дебрис, оставшийся после
погибших нейтрофилов, и активно вырабатыва!
ют цитокины и ФР (IL!6, SDF!1α, FGF, PDGF,
VEGF), которые привлекают в рану ключевых
участников дальнейших событий – МСК, фи!
бробласты и миофибробласты [21, 41]. Этими
же ФР стимулируется пролиферация и диффе!
ренцировка клеток, их организация в упорядо!
ченные структуры, необходимые для регенера!
ции. Уже на примере первых этапов репаратив!
ной регенерации видно, что каждый тип клеток,
активируемый специфическими стимулами,

выполняет свою функцию и формирует набор
стимулов, необходимых для запуска и регуляции
следующего этапа [83].

Хорошей иллюстрацией жестко закреплен!
ной стадийности регуляции, осуществляемой
ФР, является опыт с эктопическим отрастанием
конечности или хвоста у аксолотля. Оба этих
процесса требуют последовательного переклю!
чения стимулов и кооперативного действия бел!
ков из семейств костных морфогенетических
белков (BMP) и FGF [84]. Ни FGF2, ни FGF8,
ни пара BMP2/BMP7 по одиночке не способны
запустить полную регенерацию конечности [85].
Действие любого из перечисленных факторов
вызывает появление на раневой поверхности
временных структур, напоминающих бласте!
му – группу дедифференцированных клеток,
дающих начало отрастающей конечности. Од!
нако только их кооперативное действие в опре!
деленной последовательности (во многом сов!
падающей с переключениями экспрессии генов
в процессе эмбрионального развития) [68] поз!
воляет добиться отрастания дополнительной
части тела [86].

В недавно опубликованной работе Yu et al.
[87] именно последовательным воздействием
BMP2 и BMP9 удалось добиться регенерации
ампутированной дистальной фаланги у млеко!
питающего (мыши), что, несомненно, стало вы!
дающимся результатом. Однако следует отме!
тить, что в ходе эволюции базовый принцип ре!
генерации – последовательное образование и
усложнение структуры – не изменился, что
всегда будет требовать определенных стимулов в
определенной последовательности. Отступле!
ние от этого принципа объясняет результаты
клинических исследований, в которых не пока!
зала эффективности ни одна из молекул, акти!
вирующих СК. Предпринимались попытки
применения ФР (VEGF, bFGF, HGF, PDGF и
др.) и колониестимулирующих факторов (G!CSF),
однако результаты их использования были
очень скромными, несмотря на попытки подо!
брать приемлемые показания – начиная от ле!
чения ожогов до сахарного диабета I типа [88].

Таким образом, регенеративный процесс не
является функцией отдельно взятой клетки или
результатом воздействия одиночных молекул на
идущие в ней процессы. Он требует последова!
тельной активации и регуляции различных ти!
пов клеток, участвующих в восстановлении
структуры. Именно поэтому попытки стимули!
ровать регенерацию лучше основывать не на ак!
тивности важных для регенерации лигандов и
рецепторов, а на воспроизведении стадийности с
учетом особенностей процессов, происходящих
при органогенезе или восстановлении ткани.
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МЕТОДОЛОГИЯ РЕГЕНЕРАТИВНОЙ
МЕДИЦИНЫ С ТОЧКИ ЗРЕНИЯ

РЕГУЛЯЦИИ ПРОЦЕССОВ
ОБНОВЛЕНИЯ И РЕГЕНЕРАЦИИ

Генная терапия в регенеративной медицине.
Под генной терапией (ГТ) понимают группу ме!
тодов, направленных на модификацию последо!
вательности генов или управление их экспрес!
сией, а также изменение биологических свойств
живых клеток для их терапевтического исполь!
зования. Концепция гена как фармакологичес!
кой мишени не нова – многие низкомолекуляр!
ные препараты и гормоны способны действо!
вать на ДНК напрямую или опосредованно,
влияя на метаболизм и жизнеспособность клет!
ки. Однако концепция гена как активного нача!
ла лекарства впервые была сформулирована в
начале 70!х годов ХХ века, дав начало этому
направлению [89].

С точки зрения регуляции процессов регене!
рации ГТ позволила решить задачу продолжи!
тельной экспрессии ФР и цитокинов, активирую!
щих процессы формирования новых структур,
которые идут длительно – сутками и даже неде!
лями. Добиться продолжительного действия
этих белков локальным введением в ткань ока!
залось невозможно, так как время их жизни
после локальной или системной инъекции было
мизерным из!за деградации под влиянием про!
теаз и большого объема распределения. При
этом их концентрация быстро снижалась ниже
порога связывания с рецептором и, следова!
тельно, прекращалось влияние на клетки!ми!
шени. Генная терапия позволила превратить
часть клеток органа в клетки!продуценты, кото!
рые нарабатывают белок, запускающий проли!
ферацию, миграцию и активирующий резидент!
ные СК [90]. С помощью плазмидных и вирус!
ных векторов в ткани были доставлены гены ФР
(VEGF, HGF, ангиопоэтина!1, PDGF и др.), ре!
гулирующие регенерацию и ее отдельные
звенья: рост нервов и кровеносных сосудов,
миграцию эпителия, защиту от фиброза и др.
[69, 91–94].

В клинических исследованиях ГТ с по!
мощью одного гена ФР (VEGF, HGF, FGF и др.)
оказалась малоэффективной для стимуляции
регенеративных процессов [92]. Биологических
эффектов одного ФР или цитокина было доста!
точно для того, чтобы индуцировать рост от!
дельных структур (сосудов, аксонов), но не фор!
мирование ткани, которое требует каскада по!
следовательно переключающихся стимулов. В
этой области, как стало известно, возможны оп!
ределенные улучшения с помощью комбиниро!
ванной генной терапии несколькими ФР с до!

полняющими друг друга эффектами. Примером
такой физиологически обоснованной комбина!
ции может служить сочетание VEGF165 и ангио!
поэтина!1. В этой паре VEGF165 играет роль ак!
тиватора ангиогенеза, а ангиопоэтин!1 – ат!
трактанта перицитов и гладкомышечных кле!
ток. Под влиянием VEGF165 происходит актив!
ный капиллярогенез, однако многие сформиро!
ванные сосуды обладают повышенной проницае!
мостью или быстро разрушаются. Ангиопоэтин!
1, сам по себе обладая очень скромным ангио!
генным потенциалом, в комбинации с VEGF165
сыграл роль стабилизатора сосудов и оказался
способен уменьшать побочные эффекты моно!
терапии VEGF. Более того, комбинирование
этих генов значительно усилило васкуляриза!
цию регенерирующей ткани по сравнению с
каждым из них по отдельности [95]. Однако для
запуска полноценной регенерации ткани или
органа ГТ имеет ограниченный потенциал [90,
92, 96].

Следует отметить, что «моногенная» терапия
оказалась эффективной для терапии наслед!
ственных заболеваний. Метод доставки «здоро!
вой» копии гена стал примером этиотропной ГТ,
направленной на устранение единственной
причины заболевания, не корректируемой ины!
ми способами. Благодаря этому в настоящее
время мы приблизились к возможности излече!
ния ряда наследственных иммунодефицитов,
энзимопатий, гемофилии А [97–99].

Стимуляция регенеративных процессов с поC
мощью секретома стволовых клеток. Клеточную
терапию длительное время рассматривали как
способ получения «лекарства на основе стволо!
вых клеток», причем в последние годы для этого
активно использовали МСК из различных ис!
точников. Являясь удобным объектом и источ!
ником материала для клеточной терапии, они
долгие годы считались одним из наиболее пер!
спективных и безопасных инструментов для
клеточной терапии. В пользу этого говорят по!
ложительные результаты применения МСК, од!
нако в начале 2000!х годов все чаще стали появ!
ляться данные о невозможности интеграции
клеток, введенных в ткань [100]. Ряд исследова!
телей с разочарованием констатировали, что
МСК оказались неспособны к включению в
состав ткани, а их эффекты связаны с актив!
ностью продуцируемого ими секретома [100].

Протеомные исследования секретома МСК,
в том числе проведенные нами [101], показали,
что он содержит большое количество пептид!
ных и белковых компонентов, многие из кото!
рых были идентифицированы как ФР, регулято!
ры метаболизма, компоненты внеклеточного
матрикса и др. (рис. 4) [102, 103]. Все это состав!
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МАКАРЕВИЧ и др.

ляет комплекс стимулов, упомянутый во ввод!
ной части, который, как оказалось, невозможно
воспроизвести с помощью фармакологических
препаратов или методов ГТ. Эти данные стали
отражением биологической роли МСК – регу!
ляторных клеток, имеющих базальный уровень
секреторной активности, обеспечивающий тка!
невой гомеостаз, и при этом способных много!
кратно ее повышать при повреждении для обес!
печения регенерации. В пользу этого говорит их
преимущественно периваскулярная локализа!
ция, где МСК одновременно экспонированы к
воздействию системных стимулов (уровня глю!
козы, кислорода, инсулина, гормонов крови) и
локальных сигналов, возникающих в ткани. Та!
кое положение обеспечивает рецепцию ими
сигналов от организма в целом и от клеток in situ
[102, 103]. Продуцируемый МСК секретом ока!
зался очень удачным объектом для создания
«регенеративного лекарства», которое отвечает
ключевым требованиям с точки зрения регуля!
ции регенерации. При этом комбинированное
действие ФР приводит к усилению сигнала в
точках амплификации, общих для сигнальных
каскадов молекулах, воссоздавая картину ко!
оперативной регуляции клетки суммой стиму!
лов, а не одиночными молекулами.

Это стало основой для создания регенера!
тивных препаратов, содержащих продуцируе!
мые МСК белки и предназначенных для стиму!
ляции восстановления ткани. Полученные нами

данные in vivo говорят о том, что секретом МСК
обладает мощным ангиогенным и нейротроф!
ным действием, стимулирует заживление после
ожогов кожи, способен восстанавливать спер!
матогенез [101, 104].

Среди разрабатываемых в мире препаратов
такого класса заслуживает упоминания Thero!
101 (ранее известный, как NeuroFX) – инфузи!
онный препарат для лечения последствий ише!
мического инсульта, основой которого является
очищенная белковая фракция секретома МСК
человека. В настоящее время разрабатывающая
его компания готовится к первым клиническим
исследованиям, которые позволят оценить эф!
фективность этого подхода.

В отношении секретома МСК следует также
отметить, что многие фармакологические эф!
фекты основаны на продукции не только белков
и пептидов, но и фракции внеклеточных вези!
кул, включающей микровезикулы и экзосомы
[105]. Долгое время их рассматривали как ре!
зультат удаления из клеток отживших органелл,
неправильно уложенных белков и др., однако
сейчас мы можем с уверенностью говорить о
том, что внеклеточные везикулы являются спо!
собом передачи информации между клетками.
Более того, за счет присутствия в их составе нук!
леиновых кислот (мРНК, микроРНК и др.),
данный вид транспорта может являться спосо!
бом горизонтального переноса генетической
информации в организме человека, в т.ч. и при
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Рис. 4. Секретом МСК человека и основные функциональные группы идентифицированных в его составе молекул
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стимуляции дедифференцировки и трансдиф!
ференцировки клеток в организме [106].

Таким образом, с точки зрения регенератив!
ного процесса вводимые МСК действительно не
способны интегрироваться в ткань, однако их
секреторная активность позволяет влиять на
большинство стадий восстановления после пов!
реждения [104].

Введенные в поврежденную ткань МСК спо!
собны к рецепции условий микроокружения.
При гипоксии или наличии высокого содержа!
ния воспалительных цитокинов IL!8 или TNF!α
они способны в определенном диапазоне ме!
нять состав секретома, т.е. обладают адаптив!
ностью [107, 108]. За счет этого МСК могут ус!
корять разрешение воспаления в его острой и
острейшей фазах, а на более поздних этапах –
способствовать росту капилляров и нервных
окончаний, необходимых для регенерации и
восстановления ткани. Следует отметить, что
МСК также могут под влиянием тканевого ок!
ружения приобретать фенотип миофиброблас!
тов, способных усиливать фиброз в зоне пов!
реждения и рубцевание ткани [109, 110].

Таким образом, секреторная активность
МСК может быть использована для создания
препаратов на основе секретома, однако они
представляют собой коктейль факторов, полу!
ченных в культуре и, соответственно, не могут
воспроизвести стадийность регенерации, о
важности которой было сказано выше. Вводи!
мые в ткань МСК способны адаптивно менять
свою секреторную активность в зависимости от
условий окружения, однако есть данные об их
участии в фиброзировании поврежденных ор!
ганов. Оба этих пути имеют свои перспективы
и, вероятно, найдут свои показания. В настоя!
щее время существуют возможности для управ!
ления состоянием МСК и других типов клеток
in vitro. Имитация напряжения сдвига, внесе!
ние различных активирующих молекул или ги!
поксия позволяют эффективно менять состав
секретома. Эти приемы могут быть использова!
ны для получения эффективных бесклеточных
препаратов различной «модальности», пригод!
ных для использования при широком спектре
заболеваний.

Тканеспецифичные стволовые клетки и их ниC
ша как терапевтическая мишень. Длительное вре!
мя одними из самых перспективных объектов с
точки зрения регенеративной медицины явля!
лись тканеспецифичные СК. Они были обнару!
жены во всех паренхиматозных органах челове!
ка, в легких, коже, криптах кишки и др. Эти
постнатальные СК существуют в виде ограни!
ченной популяции недифференцированных
клеток, сохраняющихся в ходе эмбрионального

развития и участвующих в обновлении и регене!
рации ткани [111].

Однако раз за разом исследователи обнару!
живали, что выделенные из тканей тканеспеци!
фичные СК не были способны дать начало тка!
ни или сформировать ее эквивалент с полно!
ценной функцией. В ряде случаев ситуацию уда!
валось частично улучшить с помощью тканевой
инженерии и использования скаффолдов (син!
тетических матриксных каркасов или децеллю!
ляризованных органов) [112]. Более того, неко!
торые тканеспецифичные СК по!прежнему не
удается запустить даже в ранние стадии органо!
генеза вне организма. Например, известные
несколько десятилетий сателлитные клетки ске!
летных мышц хорошо активируются in vitro,
экспрессируя транскрипционные факторы, от!
вечающие за миогенез и формируя структуры,
аналогичные миофибриллам [113]. При этом
добиться от них полноценной и регулируемой
сократительной активности с возможностью
интеграции в ткань не удалось [114].

Эти результаты можно объяснить двумя при!
чинами: 1) СК, утрачивая контакт со своим спе!
цифическим окружением, теряет свою способ!
ность к полноценной дифференцировке; 2) за!
пущенная в дифференцировку СК, дойдя по
стадии коммитированных клеток!предшествен!
ников, требует полноценного окружения, чтобы
созреть до терминально дифференцированного
состояния и встроиться в ткань морфологичес!
ки и функционально [21, 22].

В итоге мы приходим к выводу о том, что
функциональной единицей регенерации явля!
ется не сама по себе СК с ее внутренними свой!
ствами, а комплекс, состоящий из СК и ее спе!
цифического окружения, играющего регулятор!
ную роль. Это окружение получило название
«ниша», и в современном представлении о регу!
ляции регенеративного процесса именно ему
отводится роль в рецепции активирующих сти!
мулов и контроле «судьбы» СК на ранних этапах
дифференцировки [115]. Вопросам анатомии
ниш различных типов и механизмам их регуля!
ции посвящено множество замечательных об!
зорных публикаций, поэтому мы лишь позво!
лим себе уточнить, что в состав ниши, помимо
самой СК, входят растворимые факторы, белки
матрикса и поддерживающие клетки. При этом
в отношении других типов клеток мы вновь об!
ращаем внимание на МСК, которые во многих
нишах играют роль как в поддержании покоя!
щегося состояния СК, так и в ее активации. На!
конец, свой ключевой вклад МСК вносят при
завершении регенерации на этапе формирова!
ния специфичного для ткани матриксного, со!
судистого и нейрального компонентов [116].



Возвращаясь к предмету обзора, мы можем
предположить, что в регенеративной медицине
будущего на первый план выйдет понимание
механизмов функционирования ниши СК и
разработка способов ее контролируемой актива!
ции или восстановления после повреждения.
Многие подходы, вероятно, будут основаны на
описанных в первой части принципах регуля!
ции, базирующихся на последовательном пе!
реключении факторов и стимулов, вначале ак!
тивирующих СК, а затем поддерживающих соз!
ревание СК в ходе регенерации.

Таким образом, в дальнейшем мы сможем
уйти от этапа культивирования СК ex vivo, так
как это несет в себе риски (контаминация мик!
робами, хромосомные аберрации и генетические
перестройки) и приводит к потере СК их регене!
ративных свойств, определяемых условиями ни!
ши. Конечно, в ряде случаев СК и клетки их ок!
ружения исходно имеют сниженный регенера!
тивный потенциал: существует понятие об исто!
щении пула СК по мере старения, а также пока!
заны неблагоприятные эффекты метаболичес!
ких и сердечно!сосудистых заболеваний на их
основные физиологические функции [117]. В
данной ситуации перед нами встает задача более
глубокого понимания процессов, которые про!
текают в нише и как именно действуют на нее
повреждающие факторы. В перспективе это соз!
даст основы для управления нишей СК, а в даль!
нейшем и подходы к блокировке или подавле!
нию формирования патологических ниш, нап!
ример, ниш опухолевых СК [118].

Использование «малых молекул» для регенеC
ративной медицины. В ходе изложения мы по!
дошли к важному направлению в регенератив!
ной медицине – регуляции обновления и реге!
нерации ткани in situ. В этом плане было бы
несправедливо обделить вниманием ряд «малых
молекул», например, специфических ингибито!
ров белков и регуляторных каскадов, контроли!
рующих статус СК. В США сейчас готовится к
клиническим исследованиям комбинирован!
ный препарат FX!322, включающий два низко!
молекулярных ингибитора. Мишень первого
ингибитора – киназа!3 гликогенсинтазы (GSK!3),
ингибирование которой приводит к активации
пути Wnt – ключевого регулятора многих проге!
ниторных клеток. Второй ингибитор блокирует
активность гистоновой деацетилазы (HDAC1),
уменьшая ее скручивающее действие на цепочку
ДНК. Суммой этих эффектов оказалась актива!
ция Lgr5+ прогениторных клеток, которые явля!
ются предшественниками волоскового сенсор!
ного эпителия, чье отмирание в раннем возрас!
те стало встречаться все чаще из!за распростра!
ненности наушников и персональных аудиоуст!

ройств. При локальном введении в среднее ухо
FX!322 активирует Lgr5+ прогениторные клет!
ки, вызывая восстановление сенсорного эпите!
лия и слуховой чувствительности. Аналогичным
образом данный «коктейль» ингибиторов может
быть эффективным в нише крипты кишки, ре!
генерация эпителия которой тоже зависит от
Lgr5+ клеток. Наконец, Lgr5+ клетки содержатся
в волосяной луковице, поэтому одним из перс!
пективных показаний для FX!322 является и
алопеция различного генеза.

Таким образом, на этом примере мы видим,
что удачно подобранная комбинация фармако!
логических ингибиторов оказывается эффектив!
ным стимулятором регенерации за счет действия
на тканеспецифичные СК и позволяет избежать
этапа их культивирования. К слову, возвращаясь
к самой первой части обзора, следует отметить,
что и здесь механизмом действия препарата яв!
ляется ингибирование мишеней, а не их актива!
ция, как это происходит под действием, напри!
мер, секретома МСК или белка, продуцирующе!
гося после доставки гена в ткань.

Ограничением описанной стратегии может
стать истощение пула тканеспецифичных СК,
однако в такой ситуации могут быть использо!
ваны методы, направленные на активацию про!
лиферации с помощью вирусной доставки ге!
нов, кодирующих положительные регуляторы
клеточного цикла или регуляторные РНК, вы!
зывающие ограниченную дедифференцировку
зрелых клеток и их пролиферацию с последую!
щей редифференцировкой. Более того, данный
подход может быть совмещен с описанной выше
стратегией, как, например, это было сделано в
опыте по активации пролиферации зрелых кар!
диомиоцитов мыши [119]. В этом эксперименте
было установлено, что введение в миокард генов
4!х регуляторов клеточного цикла (CDK1, цик!
лина B, CDK4 и CCND) вызывает пролифера!
цию кардиомиоцитов. При этом оказалось, что
использование двух низкомолекулярных инги!
биторов, подавляющих активность TGF!β1 и
киназы Wee!1, позволяет добиться того же эф!
фекта введением только двух факторов (CDK4 и
CCND).

Еще одним перспективным подходом явля!
ется трансдифференцировка клеток in situ путем
доставки факторов транскрипции или регуля!
торных РНК с помощью вирусов или экзосом.
В ряде экспериментов было показано прямое
перепрограммирование фибробластов в гепато!
циты, кардиомиоциты и клетки дермы, минуя
стадию плюрипотентности [34, 35, 120].

Таким образом, в настоящее время мы
вплотную приблизились к созданию подходов,
основанных на комбинации генной терапии и
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фармакологической регуляции дифференци!
ровки, которые можно использовать для актива!
ции обновления и регенерации ткани после
повреждения.

Изучение регуляции регенеративных про!
цессов, сколь ни сложным может показаться
этот предмет, все чаще дает прорывные резуль!
таты. В XXI веке за неполные 20 лет удалось до!
биться регенерации сердца и частей конечности
у млекопитающих, установить закономерности,
описывающие падение способности к репара!
тивной регенерации после рождения и, нако!
нец, установить ~20 новых мишеней, отвечаю!
щих за функционирование СК в постнатальном
периоде. Расширившаяся методическая база –
от релевантных животных моделей до РНК!сек!
венирования одиночных клеток – дала уникаль!
ные возможности для фундаментальных иссле!
дований в области регенеративной биологии и
медицины.

В данном обзоре мы постарались дать чита!
телю представление о расшифрованных регуля!
торных системах, которые являются объектами
для регенеративной медицины настоящего.

Это направление, пройдя солидную историю
развития, сейчас подошло к точке, когда кон!
вергенция с регенеративной биологией (от ко!
торой она заимствовала многие базовые поня!
тия и частично методологию) является наиболее
разумным путем развития. Изучение молеку!
лярных механизмов регуляции СК долгое время
было флагманским направлением в этой науке и
дало множество перспективных технологий.
Однако сейчас на первый план выходят задачи,
связанные с пониманием того, как после пов!
реждения в постнатальном периоде клетки мо!
гут воспроизвести процессы организации тка!
ни, которые шли в эмбриогенезе.

Оптимизм исследователям внушает тот факт,
что в организме человека не оказалось эволюци!
онно выработанной блокировки регенерации,
все клеточные механизмы, присущие живот!
ным, эффективно восстанавливающим свои
части тела, могут в ответ на повреждение идти в
тканях Homo sapiens. Помимо пролиферации

зрелых клеток и дифференцировки СК, идут
процессы дедифференцировки и прямой кон!
версии одного типа клеток в другой в ответ на
повреждение. Таким образом, в регенеративной
биологии и медицине ближайших десятилетий
станет важным изучение регенерирующей ткани
как созревающей (по аналогии с эмбриогене!
зом) системы межклеточных взаимодействий,
опосредованных ФР и цитокинами. Реализация
корректной программы этого процесса долгое
время ассоциировалась с активацией резидент!
ных СК, однако сейчас все большее внимание
уделяется нише – ее специфическому регуля!
торному окружению. Результатами этих иссле!
дований уже стали практические успехи – соз!
данные методы запуска регенерации без культи!
вирования клеток вне организма, т.е. in situ, с
помощью малых молекул, методов ГТ и секре!
тома постнатальных СК.

Несомненно, важным с точки зрения биохи!
мической регуляции этих процессов останется
изучение метаболической регуляции регенера!
ции и сигнальных механизмов, отвечающих за
передачу стимула, и контроль судьбы клетки.
Обнаружение новых мишеней в ближайшем бу!
дущем останется за классическими подходами
клеточной биологии и биохимии, однако рас!
пространяющееся применение методов генной
инженерии и биоинформатики значительно
увеличит эффективность их поиска с быстрой
проверкой на релевантных модельных объектах.
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At the end of the 20th century regenerative medicine still uses cultured cells or tissue!engineered structures for trans!
plantation into human body to restore lost or damaged organs. However, at the turn of the century, practical achieve!
ments in this field were far from the promising experimental results. It became apparent that successful resolution of
practical problems is impossible without understanding fundamental regulation mechanisms of development, renew!
al and restoration of human tissues. These aspects have been successfully investigated by cell biologists, physiologists,
and biochemists working in the field of “regenerative biology”. Their studies revealed that during regeneration, growth
factors, cytokines and hormones act beyond regulation of cell individual functions, but activating specific receptor
systems, they control key tissue repair processes including cell proliferation and differentiation. These events require
numerous coordinated stimuli and therefore are practically irreproducible using single proteins or low molecular
weight compounds, i.e., poorly managed using classical pharmacological approaches. This review summarizes current
views on regulatory mechanisms of renewal and regeneration in human tissues with emphasis on certain general bio!
logical and evolutionary aspects in this area. A special attention is focused on biochemical mechanisms of regulation,
in particular, the role of growth factors and cytokines, as well as on mechanisms of their reception. Promising practi!
cal approaches for activating regeneration using small molecules or stem cell secretome, which contains a wide reper!
toire of growth factors, cytokines, peptides, as well as extracellular vesicles, are discussed in a separate section.
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Для исследования механизмов некоферментного взаимодействия тиамина и его дифосфата (ТДФ) с белка�
ми мозга ацетоновый экстракт синаптосом мозга быка или гомогенат коры мозга крысы подвергали аффин�
ной хроматографии на модифицированной тиамином сефарозе (тиамин�сефарозе). В последовательных
элюатах тиамином (при рН 7,4 или 5,6), хлоридом натрия и мочевиной характеризовали представленность
глутаматдегидрогеназы (ГДГ) и изоферментов малатдегидрогеназ (МДГ) методом масс�спектрометрии, а
также изменение активностей данных ферментов в присутствии тиамина и/или ТДФ. Активация малатде�
гидрогеназной реакции тиамином максимальна после элюции белков синаптосомальной фракции кислым
раствором тиамина, не приводящей к высвобождению МДГ1. Влияние экзогенного тиамина или ТДФ на
активность ГДГ зависит от присутствия эндогенных регуляторов фермента. Так, тиамин и/или ТДФ акти�
вируют ГДГ мозга в элюатах с тиамин�сефарозы, но ингибируют фермент в наносимых на тиамин�сефаро�
зу препаратах. Установлено, что ТДФ ингибирует ГДГ, активированную ADP. Активация ГДГ тиамином (но
не ТДФ) снижена при ее элюции NaCl и мочевиной после применения кислого раствора тиамина по срав�
нению с аналогичными фракциями после элюции слабощелочным раствором тиамина. Одновременное по�
вышение содержания МДГ2 и общей активности ГДГ в данных фракциях свидетельствует о роли известно�
го взаимодействия ГДГ с МДГ2 в стабилизации активности ГДГ и регуляции ГДГ тиамином. Биологичес�
кий потенциал регуляции ГДГ мозга тиамином подтвержден в экспериментах in vivo, установивших измене�
ние регуляторных свойств ГДГ мозга после введения крысам высокой дозы тиамина. Биоинформатический
анализ наборов элюируемых тиамином с тиамин�сефарозы белков показал специфическое обогащение их
аннотации терминами «фосфобелок», «ацетилирование» и «метилирование». Связь тиамина с посттрансля�
ционными модификациями в мозге может вносить вклад в механизмы нейропротекторного действия высо�
ких доз тиамина, включающие регуляцию окисления основного возбуждающего нейромедиатора мозга –
глутамата.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тиамин, малатдегидрогеназа, глутаматдегидрогеназа, тиамин�сефароза, фосфобе�
лок, ацетилирование, метилирование.
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РЕГУЛЯЦИЯ МАЛАТДЕГИДРОГЕНАЗ
И ГЛУТАМАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ МОЗГА

ЖИВОТНЫХ ТИАМИНОМ in vitro И in vivo*

© 2020 О.А. Меженская1, В.А. Алешин2,3, Т. Кэне4,
А.В. Артюхов2,3, В.И. Буник2,3**,***

Тиамин (витамин В1) является одним из ос�
новных витаминов группы В, широко применя�
емых в медицинской практике в силу своего
нейротропного эффекта и стимулирующего

влияния на центральный метаболизм глюкозы
[1–3]. В основном такое действие приписывают
дифосфорилированному производному тиами�
на – тиаминдифосфату (ТДФ), который являет�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГДГ – глутаматдегидрогеназа; МДГ – малатдегидрогеназа; ОПИ – общий поток ионов;
ТДФ – тиаминдифосфат; тиамин�сефароза – сефароза, модифицированная тиамином.

* Статья посвящается 80�летию кафедры биохимии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова (см. том 84,
вып. 11, 2019).

** Автор является выпускником кафедры биохимии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова.

*** Адресат для корреспонденции.
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ся необходимым коферментом таких фермен�
тов центрального метаболизма, как транскето�
лаза и дегидрогеназы 2�оксокислот. Однако в
последнее время, в т.ч. в связи с угрожающими
темпами роста нейродегенеративных заболева�
ний, все большее внимание привлекают и дру�
гие, так называемые некоферментные, меха�
низмы действия тиамина и его природных про�
изводных [4–7]. В качестве эффекторов не
только ТДФ�зависимых, но и сопряженных с
ними ферментов тиаминовые соединения могут
обеспечить системную регуляцию метаболизма
за счет воздействия на множественные белки�
мишени. Такое плейотропное действие тиами�
новых соединений лучше объясняет ряд экспе�
риментальных результатов по регуляции дан�
ными соединениями продукции ацетилхолина,
которые плохо согласуются с чисто кофермент�
ным действием ТДФ [5, 6]. Следует отметить,
что плейотропный характер действия генов [8]
и белковых регуляторов метаболизма (напри�
мер, таких белков, как транскрипционные регу�
ляторы р53 или Nrf�2 [9]) хорошо известен, од�
нако для низкомолекулярных регуляторов та�
кая множественность мишеней действия тради�
ционно рассматривается лишь как источник
побочных эффектов [10]. Тем не менее в пос�
леднее время возрастает внимание к возмож�
ности повышения эффективности терапии при
использовании лекарств, эффекты которых
опосредованы множественным действием на
несколько мишеней [11]. В этой связи изучение
молекулярных механизмов аналогичной регу�
ляции природными низкомолекулярными сое�
динениями, включая витамины, вызывает осо�
бый интерес [6, 12].

Данная работа развивает описанный ранее
подход для исследования множественных ми�
шеней действия тиамина, использующий аф�
финную хроматографию фракций мозга на но�
сителе, содержащем ковалентно связанный тиа�
мин, с последующей масс�спектрометрической
идентификацией белков в элюате [6]. По срав�
нению с предыдущим исследованием, в котором
связанные с модифицированной тиамином се�
фарозой (тиамин�сефарозой) белки мозга кры�
сы (так называемый тиаминовый протеом) элю�
ировались неспецифическими агентами, в нас�
тоящей работе охарактеризована аффинная рН�
зависимая элюция белков с тиамин�сефарозы
тиамином, использован иной способ модифи�
кации носителя тиамином, исключающий мно�
жественную ориентацию «наживки» на носите�
ле, и проведено сравнительное исследование
профилей элюции с тиамин�сефарозы белков
синаптосомальной фракции и полного гомоге�
ната мозга быка и крысы. В результате получены

новые данные о путях и молекулярных механиз�
мах некоферментного действия тиамина и его
природных производных. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы. Использованы реактивы следу�
ющих производителей: ТДФ, 2�оксоглутарат
(динатриевая соль), NADH (динатриевая соль),
ADP, GTP, CHAPS, ингибиторы протеаз AEBSF,
апротинин, бестатин, E�64, лейпептин, пепста�
тин А – «Sigma», США; тиамин, полиэтилен�
гликоль�6000, глюкоза, Tris�HCl – «Serva», Гер�
мания; глицерол – «Biomedicals, LLC», США;
NAD+ – «Gerbu», Германия. В части экспери�
ментов применяли бикарбонатный физиологи�
ческий раствор Кребса–Рингера, содержавший
118 мМ NaCl, 2,34 мМ KH2PO4, 4,6 мМ KCl,
1,19 мМ MgSO4, 2,42 мМ CaCl2, 24,9 мМ
NaHCO3 и 10 мМ глюкозы, pH 7,4. Растворы го�
товили на деионизированной воде стандарта
Milli�Q, использованные в работе соли были наи�
высшей степени чистоты.

Эксперименты с животными. Для получения
белков из мозга крыс использовали белых крыс
линии Wistar, содержавшихся на стандартном
рационе в виварии МГУ им. М.В. Ломоносова с
постоянным доступом к воде и пище при свето�
вом цикле 12/12 ч (световая фаза с 9:00 до 21:00
по местному времени), температуре (21 ± 2) °C и
относительной влажности воздуха (53 ± 5)%.
Крыс умерщвляли методом декапитации с по�
мощью гильотины. Мозги быков возрастом
1,5–3 года были получены на бойне (г. Киев).

Аффинной хроматографии подвергали гомо�
генаты коры мозга самок крыс линии Wistar
массой 250–300 г; действие высоких доз тиами�
на исследовали на самцах линии Wistar массой
300–350 г (возраст 3–4 мес.). Эксперименталь�
ным животным вводили тиамин из расчета
400 мг/кг веса (водный раствор 200 мг/мл тиа�
мина гидрохлорида, рН после добавления
NaOH составлял 6,7–6,9) внутрибрюшинно в
вечернее время (17:00–19:00). Крысам кон�
трольной группы вводили аналогичный объем
0,9%�ного раствора NaCl. Для инъекций ис�
пользовали инсулиновые шприцы в соответ�
ствии с опубликованными рекомендациями
[13]. Через 24 ч после инъекций проводили де�
капитацию животных.

Аффинная хроматография. Ацетоновый по�
рошок из частично очищенной фракции мито�
хондрий мозга быка получали согласно ранее
описанной методике [14] и хранили сухим при
–70 °C. Экстракцию белков ацетонового порош�
ка проводили буфером Кребса–Рингера соглас�
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но ранее описанному протоколу [6]. Гомогенат
коры мозга крыс получали в соответствии с ра�
нее опубликованным протоколом [15].

В хроматографии использовали аффинный
сорбент тиамин�N�4�азобензоил�ε�гидразидсе�
фарозу 4В (тиамин�сефароза), синтезированный
по методу Клящицкого с соавт. [16]. Экстракт
ацетонового порошка мозга или полный гомоге�
нат коры мозга наносили на колонку с тиамин�
сефарозой, предварительно уравновешенную бу�
фером Кребса–Рингера. Скорость потока в ходе
нанесения образцов и последующего промыва�
ния носителя составляла 0,2 мл/мин. Удаление
несвязавшихся или слабосвязавшихся белков
контролировали по снижению оптической плот�
ности элюата при 280 нм до базовой линии.

Связавшиеся с тиамин�сефарозой белки
элюировали в несколько стадий. Первая стадия –
элюция 5 или 10 мМ тиамином, рН 7,4 или 5,6.
Для дальнейшей ступенчатой элюции использо�
вали 10 мМ Tris�HCl, рН 7,4, содержавший 1 М
NaCl или 2 M мочевину, как описано ранее [6].
Замену буфера на 10 мМ Tris�HCl, рН 7,4, про�
водили одновременно с концентрированием
элюатов с помощью центрифужных фильтров
Amicon Ultra 15 с мембраной, непроницаемой
для белков массой свыше 30 кДа. Сорбент реге�
нерировали промыванием 8 М мочевиной и де�
ионизированной водой и хранили в 0,02%�ном
растворе азида натрия.

Измерение ферментативных активностей. Ак�
тивность NADH�зависимых дегидрогеназ – ма�
латдегидрогеназы (МДГ) и глутаматдегидроге�
назы (ГДГ) – измеряли по поглощению NADH
при 340 нм. Характеристику профилей элюции
проводили путем измерения активностей фер�
ментов при насыщающих концентрациях
субстратов. Для исследования влияния тиамина
или ТДФ на активности ферментов использова�
ли специфические для каждого фермента усло�
вия максимизации эффектов [6]. Детали ис�
пользованных условий приведены в подписях к
рисункам и таблицам.

Частичную очистку ГДГ мозга крысы для ис�
следования совместных эффектов ТДФ и ADP
проводили следующим образом. Экстракцию
белков осажденной из гомогената мозга мемб�
ранной фракции осуществляли путем обработки
ультразвуком и добавления детергента CHAPS
(1%). Из полученного в результате центрифуги�
рования (40 мин, 11 000 g, 4 °C) супернатанта
удаляли фракцию полиферментных комплексов
добавлением 0,16 объема 35%�ного полиэтилен�
гликоля при рН 6,15 с последующим центрифу�
гированием (15 мин, 18 500 g, 4 °C). Полученный
супернатант содержал частично очищенную из
мозга крысы ГДГ.

Для кинетической характеристики исполь�
зовали ГДГ и МДГ в составе объединенных го�
могенатов мозга исследуемой группы крыс в
рамках одной экспериментальной серии (по три
животных в контрольной группе и группе крыс,
которым вводили тиамин). Эксперименты на
животных повторяли в трех независимых сери�
ях – общее число животных составило 18 крыс.
Гомогенаты мозга готовили согласно ранее опи�
санному протоколу [15], нерастворимую фрак�
цию осаждали центрифугированием (30 мин,
20 000 g, 4 °C). Для удаления содержащихся в го�
могенатах мозга низкомолекулярных соедине�
ний – регуляторов исследуемых ферментов –
супернатант подвергали быстрой гель�фильтра�
ции на колонке HiTrapTM Desalting, 5 мл («GE
Healthcare», Швеция) согласно протоколу про�
изводителя. Белки элюировали 100 мМ Tris�
HCl, pH 7,5. Данные кинетических эксперимен�
тов (n = 3) объединяли и аппроксимировали в
программе GraphPad Prism v. 8.0 c использова�
нием встроенных моделей. Для аппроксимации
насыщения 2�оксоглутаратом и глутаматом
применяли модель полного субстратного инги�
бирования: v = Vmax · [S]/(Km + [S](1 + [S]/Ki)),
где v – скорость реакции при данной концент�
рации субстрата [S], Vmax – максимальная ско�
рость реакции, Km – константа Михаэлиса, Ki –
константа субстратного ингибирования. Насы�
щение ГДГ ингибитором (GTP) или активатора�
ми (ADP и лейцин) характеризуется коопера�
тивными взаимодействиями субъединиц. По�
этому данные зависимости аппроксимировали с
помощью модели логистической регрессии с че�
тырьмя параметрами («four parameter logistic
regression», 4PL), учитывающей отличие коэф�
фициента Хилла от единицы.

Измерение концентрации белка в образцах.
Концентрацию белка определяли по методу
Лоури с соавт. [17].

Характеристика тиамин@зависимых протеомов
исследуемых образцов. Элюированные с тиамин�
сефарозы белки, составляющие так называемый
тиамин�зависимый протеом наносимых на аф�
финную колонку биологических образцов, раз�
деляли с помощью электрофореза в денатуриру�
ющих условиях с последующей идентификаци�
ей методом масс�спектрометрии (LC�MS/MS)
после трипсинолиза, как описано ранее [6]. Для
идентификации полученных пептидов исполь�
зовали базы данных NCBI. Ввиду отсутствия ан�
нотаций для части белков быка, для более пол�
ной идентификации этих белков проводили по�
иск по последовательностям базы данных
SwissProt для всех организмов. Белки крысы
идентифицировали с использованием последо�
вательностей базы данных SwissProt для крысы.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  1  2020

36



РЕГУЛЯЦИЯ ДЕГИДРОГЕНАЗ МАЛАТА И ГЛУТАМАТА ТИАМИНОМ

Биоинформатический анализ элюированных с
тиамин�сефарозы протеомов проводили с по�
мощью программы DAVID v. 6.8, как описано
ранее [6].

Определение относительного содержания пеп@
тидов ГДГ и МДГ в образцах. Содержание иссле�
дуемых белков в частично очищенных препара�
тах оценивали с помощью полуколичественного
метода, основанного на пропорциональности
количества белка в препарате числу идентифи�
цированных при масс�спектрометрии пептидов
[18]. Для сравнения разных образцов в геле ис�
пользовали отношение числа идентифициро�
ванных пептидов исследуемого фермента к об�
щему потоку ионов (ОПИ) при масс�спектро�
метрическом анализе соответствующей пробы,
поскольку ОПИ пропорционален общему уров�
ню определяемых в пробе пептидов. Значения
ОПИ получали с помощью аналитической плат�
формы Skyline [19]. Для удобства представления
нормализованных данных использовали пара�
метр ОПИ с коэффициентом 10–10 (ОПИ · 10–10).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Аффинная хроматография на тиамин@сефаро@
зе синаптосомальной фракции мозга быка. В
табл. 1 представлено сравнение активности и
числа пептидов ГДГ из синаптосомальной
фракции мозга быка на разных стадиях аффин�

ной хроматографии в зависимости от значения
pH (7,4 или 5,6) на первой, аффинной, стадии
элюции. По данным масс�спектрометрии вид�
но, что в обоих случаях ГДГ хорошо элюируется
мочевиной: в данном элюате обнаруживается
значительное число пептидов ГДГ даже в том
случае, когда фермент плохо элюируется на пре�
дыдущих стадиях (табл. 1). Однако при элюции
мочевиной после первичной элюции кислым
(pH 5,6) раствором тиамина удельная и общая
активности ГДГ на порядок и более превышают
таковые в элюате мочевиной после первичной
элюции слабощелочным (pH 7,4) раствором ти�
амина. Кроме того, при первичной элюции кис�
лым раствором тиамина распределение общей
активности ГДГ, элюируемой на трех стадиях,
хорошо согласуется с представленностью фер�
мента в элюатах по данным масс�спектромет�
рии, т.е. более высокая общая активность соот�
ветствует большему числу уникальных пептидов
ГДГ во фракции. Напротив, при первичной
элюции ГДГ слабощелочным раствором тиами�
на (рН 7,4) ее активность, измеряемая в получа�
емом на этой стадии элюате, составляет основ�
ную долю общей активности ГДГ, элюируемой с
тиамин�сефарозы. При этом удельная актив�
ность ГДГ на стадии элюции слабощелочным
раствором тиамина вдвое превышает таковую
при первичной элюции кислым раствором тиа�
мина. Однако по данным масс�спектрометрии
фракция, полученная при элюции слабощелоч�
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Таблица 1. Активность глутаматдегидрогеназы (ГДГ) и уникальные для ГДГ пептиды в элюатах с тиамин�сефарозы при
аффинной хроматографии ацетонового экстракта синаптосом мозга быка

Удельная активность ГДГ
Белковая фракция

Ацетоновый экстракт

10 мМ тиамин

1 M NaCl

2 М мочевина

Ацетоновый экстракт

10 мМ тиамин

1 M NaCl

2 М мочевина

Число пептидов ГДГ

2,4 ± 0,9

8

1

1

4

8

6

4

6

нмоль/мин
на 1 мг белка

19 ± 2

12 ± 2

14 ± 4

2 ± 1

14 ± 1

6 ± 2

16 ± 5

21 ± 6

%

0,76 ± 0,16

100

64

75

11

100

43

114

150

нмоль/мин

0,34 ± 0,06

780 ± 60

300 ± 50

36 ± 2

5 ± 1

600 ± 50

150 ± 50

80 ± 30

230 ± 70

%

0,001*

100

39

5

2

100

25

14

39

Примечание. Активность ГДГ определяли после замены элюирующего раствора на 10 мМ Tris�НCl (pH 7,4) при насыще�
нии субстратами в среде следующего состава: 100 мМ Tris�НСl, рН 7,5, 2,5 мМ 2�оксоглутарат, 0,2 мМ NАDH, 50 мМ
NH4Cl. Относительные активности указаны в процентах от уровней в исходных препаратах.

Общая активность ГДГ

Первая стадия элюции: 10 мМ тиамин, рН 7,4

Первая стадия элюции: 10 мМ тиамин, рН 5,6
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ным раствором тиамина, содержит значительно
меньшее количество ГДГ (обнаруживается лишь
один характерный пептид ГДГ), чем аналогич�
ная фракция, полученная в ходе элюции кис�
лым раствором тиамина (шесть пептидов ГДГ)
(табл. 1). Таким образом, аффинная элюция
белка ГДГ с тиамин�сефарозы значительно эф�
фективнее происходит при рН 5,6, чем при
рН 7,4, однако удельная и общая активности
ГДГ, элюируемой тиамином с тиамин�сефаро�
зы, выше после элюции при рН 7,4, чем при
рН 5,6 (табл. 1).

В табл. 2 представлено аналогичное сравне�
ние активности и числа пептидов изоферментов
МДГ при аффинной хроматографии с тиамин�
сефарозы. Следует учесть, что малатдегидроге�
назная реакция катализируется цитоплазмати�
ческим (МДГ1) и митохондриальным (МДГ2)
изоферментами, на которые тиамин влияет по�
разному [6]. Элюция кислым (рН 5,6) раствором
тиамина в значительной степени снижает ско�
рость малатдегидрогеназной реакции. В этих ус�
ловиях активность МДГ во фракции, получен�
ной в ходе аффинной элюции тиамином, сос�
тавляет < 10% от общей активности МДГ, нане�
сенной на тиамин�сефарозу, тогда как при элю�
ции слабощелочным раствором тиамина наблю�
дается существенное (1,5–2,5�кратное) повы�
шение как удельной, так и общей активности
МДГ в элюате по сравнению с исходными зна�
чениями. Тем не менее данные масс�спектро�
метрии элюированных тиамином фракций по�
казывают, что кислый раствор тиамина преиму�
щественно элюирует с тиамин�сефарозы МДГ2,
а слабощелочной раствор – МДГ1 (табл. 2). Со�
ответственно, МДГ1 элюируется NaCl и моче�
виной только в том случае, когда ее аффинная

элюция тиамином не была эффективной, т.е.
при рН 5,6. Напротив, МДГ2 элюируется NaCl и
мочевиной после аффинной элюции тиамином
при обоих значениях рН. Таким образом, при
рН 7,4 раствор тиамина элюирует с тиамин�се�
фарозы практически всю МДГ1, тогда как при
рН 5,6 элюция раствором тиамина эффективна
лишь в отношении МДГ2 (табл. 2). Зависимость
профилей элюции изоферментов МДГ с тиа�
мин�сефарозы от рН аффинной элюции тиами�
ном согласуется с разной чувствительностью
структуры и функции данных изоферментов к
изменениям рН [20, 21]. Повышение концент�
рации тиамина при аффинной элюции приво�
дит к увеличению активности МДГ в получен�
ной на этой стадии фракции и, как следствие, к
снижению активности МДГ при последующей
элюции раствором NaCl (рис. 1). Данный ре�
зультат свидетельствует о специфичности тиа�
мина, а не только кислого значения рН, в каче�
стве элюирующего фактора. Однако суммарная
активность МДГ во фракции, элюируемой мо�
чевиной, не зависит от концентрации тиамина
на первой стадии элюции (рис. 1). Это свиде�
тельствует об ином типе связывания с тиамин�
сефарозой изоферментов МДГ, элюируемых мо�
чевиной (преимущественно МДГ2, табл. 2), по
сравнению с изоферментами МДГ, элюируемы�
ми тиамином и NaCl.

Известно, что ГДГ и МДГ2 взаимодействуют
с образованием комплекса, имеющего сущест�
венное функциональное значение, в т.ч. для
действия низкомолекулярных регуляторов на
активность обоих ферментов [22–24]. Получен�
ные результаты свидетельствуют о том, что об�
разование такого комплекса может стабилизи�
ровать активность ГДГ при элюции с тиамин�
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Рис. 1. Зависимость общей активности малатдегидрогеназы (МДГ) во фракциях, получаемых при аффинной хроматогра�
фии синаптосомальной фракции мозга быка на тиамин�сефарозе, от концентрации тиамина в элюирующем растворе
(рН 7,4) на первой стадии элюции. Усреднены результаты не менее двух независимых хроматографий при элюции 5 и
10 мМ тиамином
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сефарозы NaCl и мочевиной. Так, общая и
удельная активность ГДГ в данных фракциях
выше при повышенном содержании МДГ2, ко�
торое наблюдается после проведения первой
стадии элюции при рН 5,6 (табл. 1 и 2). Опосре�
дованное ГДГ взаимодействие МДГ2 с тиамин�
сефарозой может определять коэлюцию данных
ферментов мочевиной и иной характер взаимо�
действия с носителем МДГ2, элюируемой с тиа�
мин�сефарозы мочевиной (рис. 1).

Аффинная хроматография на тиамин@сефаро@
зе гомогенатов коры мозга крысы. О зависимости
элюируемых с тиамин�сефарозы активностей
ГДГ и МДГ от белкового состава анализируемой
фракции свидетельствует и разница профилей
элюции этих активностей при нанесении на ти�
амин�сефарозу разных препаратов белков мозга.
Так, по сравнению с активностями ГДГ и МДГ в
синаптосомальной фракции белков мозга, в
элюате раствором тиамина (рН 7,4) данной
фракции с тиамин�сефарозы удельная актив�
ность ГДГ падала (табл. 1), а МДГ – возрастала
более чем в 2 раза (табл. 2). Напротив, по срав�
нению с активностями ГДГ и МДГ в гомогенате
мозга, аффинная элюция данного препарата с
тиамин�сефарозы слабощелочным раствором
тиамина приводила к значительному (в 3 раза)
увеличению удельной активности ГДГ при не�
большом росте малатдегидрогеназной актив�
ности (с 8 до 11 нмоль/мин на 1 мг белка)
(табл. 3). Кроме того, максимальная элюция

ГДГ и МДГ2 при хроматографии гомогенатов
мозга наблюдалась под действием NaCl (9 пеп�
тидов ГДГ и 3 пептида МДГ2), причем именно в
данной фракции удельные активности этих взаи�
модействующих между собой ферментов были
наиболее высокими (табл. 3). Данные особен�
ности элюции зависели от типа наносимой на
тиамин�сефарозу белковой фракции. Так, при
аффинной хроматографии синаптосомальной
фракции мозга быка в аналогичных условиях,
т.е. после аффинной элюции тиамином при
рН 7,4, ГДГ лучше всего элюировалась мочеви�
ной (табл. 1), а МДГ2 хорошо отделялась от
МДГ1 (табл. 2). Таким образом, как взаимодей�
ствие ГДГ и/или изоферментов МДГ с тиамин�
сефарозой, так и коэлюция ГДГ с МДГ2 могут
существенно зависеть от состава образца, под�
вергаемого аффинной хроматографии, отлича�
ющегося наборами белков и их низкомолеку�
лярных лигандов.

Регуляция активности ГДГ и МДГ тиамино@
выми соединениями in vitro. Влияние тиамино�
вых соединений на ГДГ и МДГ исследовали с
учетом полученных ранее данных о действую�
щих концентрациях и условиях максимизации
влияния этих соединений на исследуемые фер�
менты [6]. В сравнительных экспериментах ис�
пользовали фиксированные концентрации тиа�
мина (0,05 мМ) и ТДФ (1 мМ), соотношение ко�
торых имитирует таковое in vivo. На рис. 2 пока�
зано влияние тиамина и/или ТДФ на актив�
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Таблица 2. Активность малатдегидрогеназы (МДГ) и уникальные для цитоплазматического (МДГ1) и митохондриального
(МДГ2) изоферментов пептиды в элюатах с тиамин�сефарозы при аффинной хроматографии ацетонового экстракта
синаптосом мозга быка

Удельная активность МДГ
Белковая фракция

Ацетоновый экстракт

10 мМ тиамин

1 M NaCl

2 М мочевина

Ацетоновый экстракт

10 мМ тиамин

1 M NaCl

2 М мочевина

нмоль/мин
на 1 мг белка

190 ± 10

460 ± 5

350 ± 130

60 ± 20

160 ± 3

16 ± 1

30 ± 6

30 ± 5

%

0,76 ± 0,16

100

280

210

36

100

10

20

18

нмоль/мин

0,34 ± 0,06

8000 ± 400

11 900 ± 100

890 ± 340

150 ± 50

6600 ± 300

390 ± 20

170 ± 30

30 ± 5

%

0,001*

100

150

11

2

100

6

3

1

Примечание. Активность МДГ определяли после замены элюирующего раствора на 10 мМ Tris�НCl (pH 7,4) при насыще�
нии субстратами в среде следующего состава: 20 мМ калий�фосфатный буфер (рН 7,2), 0,3 мМ оксалоацетат,
0,14 мМ NADH. Относительные активности указаны в процентах от уровней в исходных препаратах.

Общая активность МДГ

МДГ1

0,34 ± 0,06

2

2

0

0

2

0

3

1

МДГ2

0,001*

3

1

2

2

3

4

5

5

Число пептидов МДГ

Первая стадия элюции: 10 мМ тиамин, рН 7,4

Первая стадия элюции: 10 мМ тиамин, рН 5,6
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ность ГДГ мозга в исходных препаратах и в элю�
атах с тиамин�сефарозы. Видно, что в исходных
препаратах тиамин и ТДФ ингибируют актив�
ность ГДГ, тогда как после хроматографии наб�
людается активация фермента данными соеди�
нениями. Аналогичную разницу в воздействии
ТДФ на ГДГ наблюдали ранее в условиях насы�
щения субстратами очищенного фермента (1,2�
кратная активация ТДФ) и фермента в составе
митохондриального экстракта (1,3�кратное ин�
гибирование ТДФ) [6]. Значительно более выра�
женное влияние ТДФ на активность ГДГ, обна�

руженное в данной работе при аффинной хро�
матографии препаратов мозга (рис. 2), свиде�
тельствует о роли концентрации белка и/или со�
держащихся в исходных препаратах ГДГ мозга
эндогенных факторов, удаляемых в ходе аффин�
ной хроматографии, в регуляции активности
фермента под действием ТДФ. Например, мож�
но ожидать, что содержание ADP – активатора
ГДГ – существенно выше в гомогенате мозга,
чем в ацетоновом экстракте синаптосомальной
фракции мозга. Как видно из рис. 3, ТДФ пре�
пятствует активации ГДГ под действием ADP.
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Рис. 2. Влияние тиамина и/или тиаминдифосфата (ТДФ) на активность глутаматдегидрогеназы (ГДГ) из мозга быка или
крысы в элюатах с тиамин�сефарозы. При аффинной хроматографии ацетонового экстракта синаптосом мозга быка на
первой стадии элюции применяли 10 мМ раствор тиамина, рН 7,4 (а) или рН 5,6 (б); в – при аффинной хроматографии
гомогената коры мозга крысы на первой стадии элюции применяли 10 мМ раствор тиамина, рН 7,4. Во всех случаях элю�
ированные белки переводили в 10 мМ Tris�HCl (рН 7,4) с помощью ультрафильтрации. Эффекты тиамина и ТДФ измеря�
ли при ненасыщающей концентрации NАDH в среде следующего состава: 100 мМ Tris�НСl (рН 7,5), 2,5 мМ 2�оксоглута�
рат, 0,02 мМ NАDH, 50 мМ NH4Cl. Приведены усредненные результаты по 2–4 независимым экспериментам; *, # р < 0,05
(достоверные отличия от контрольной активности и от активности в присутствии 0,05 мМ тиамина соответственно, со�
гласно t�тесту Стьюдента)
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Таким образом, ингибирующее действие ТДФ в
подвергаемых аффинной хроматографии препа�
ратах может быть связано с выраженностью ак�
тивирующего влияния ADP на ГДГ. Меньшее
ингибирование фермента в составе синаптосо�
мальной фракции мозга ТДФ (рис. 2, а) соответ�
ствует ожидаемому снижению содержания ADP
в данном препарате по сравнению с полным го�
могенатом мозга, в котором влияние ТДФ на ак�
тивность ГДГ существенно более выражено
(рис. 2, в). С другой стороны, активация ТДФ
после аффинной хроматографии могла бы быть
связана с облегченной диссоциацией GTP – вы�
сокоэффективного ингибитора ГДГ. Однако в
модельных экспериментах с очищенной ГДГ на�
ми не было выявлено снижение ингибирования
фермента GTP под действием ТДФ или тиамина
в использованном интервале условий (до 1 мМ
ТДФ или тиамина при 1 мкМ GTP и варьирова�
нии концентрации 2�оксоглутарата в интервале
0,1–10,0 мМ). Помимо влияния эндогенных ре�
гуляторов, при интерпретации результатов раз�
ных воздействий ТДФ на активность ГДГ си�
наптосом и гомогената мозга (рис. 2) нельзя
исключить и разницу регуляции синаптосо�
мальной и общей ГДГ мозга тиаминовыми сое�
динениями – например, за счет специфических
для синаптосом посттрансляционных модифи�
каций или альтернативного сплайсинга фер�
мента.

Следует отметить, что при меньшем ингиби�
рующем эффекте ТДФ в исходном препарате
ГДГ меньшей оказалась и активация ТДФ ГДГ,
элюируемой раствором тиамина, рН 7,4 (рис. 2).
Так, в частично очищенном препарате из мозга

быка наблюдается 2�кратное ингибирование
ГДГ под действием ТДФ, которое сменяется 1,5�
кратной активацией в элюате раствором тиами�
на, рН 7,4 (рис. 2, а). В то же время в гомогенате
коры мозга крысы добавление ТДФ приводит к
20�кратному ингибированию ГДГ, а при аффин�
ной элюции белков данного препарата тиами�
ном (рН 7,4) наблюдается 8�кратная активация
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Рис. 3. Взаимозависимость влияния тиаминдифосфата
(ТДФ) и ADP на активность глутаматдегидрогеназы (ГДГ).
Активность измеряли в буфере Кребса–Рингера (рН 7,4) в
условиях насыщения субстратами (2,5 мМ 2�оксоглутарат,
0,2 мМ NADH, 50 мМ NH4Cl). ADP и ТДФ использовали в
концентрациях 1,7 и 1 мМ соответственно. Эксперименты
проводили с коммерческим препаратом фермента, очи�
щенного из печени быка (а), и частично очищенным фер�
ментом из мозга крысы (б). * р < 0,05 (достоверные отличия
согласно двухфакторному дисперсионному анализу с post
hoc�тестом Сидака)

Таблица 3. Активность и уникальные пептиды глутаматдегидрогеназы (ГДГ), цитоплазматического (МДГ1) и митохонд�
риального (МДГ2) изоферментов малатдегидрогеназы (МДГ) в элюатах с тиамин�сефарозы при аффинной хроматогра�
фии гомогената коры мозга крысы

удельная

активностьБелковая
фракция

Гомогенат

10 мМ тиамин

1 M NaCl

2 М мочевина

число
пептидов 

н.о.

7

9

4

нмоль/
мин

на 1 мг
белка

5 ± 0

17 ± 3

19 ± 1

19 ± 5

%

100

340

356

370

нмоль/мин

4600 ± 400

2900 ± 500

1600 ± 60

1300 ± 260

%

100

64

34

28

Примечание. Активности ферментов определяли после замены элюирующего раствора на 10 мМ Tris�НCl (pH 7,4) в сре�
дах следующего состава: для ГДГ – 100 мМ Tris�НСl (рН 7,5), 2,5 мМ 2�оксоглутарат, 0,2 мМ NАDH, 50 мМ NH4Cl; для
МДГ – 20 мМ калий�фосфатный буфер (рН 7,2), 0,3 мМ оксалоацетат, 0,14 мМ NАDH. Относительные активности ука�
заны в процентах от уровней в исходных препаратах; н.о. – не определяли.

общая

активность

ГДГ МДГ

удельная

активность

МДГ1

н.о.

1

1

1

нмоль/
мин на 

1 мг
белка

8 ± 0

11 ± 1

26 ± 5

15 ± 5

%

100

138

325

188

нмоль/мин

7100 ± 350

1900 ± 100

2200 ± 400

1100 ± 400

%

100

26

31

15

общая

активность

МДГ2 

н.о.

1

3

1

число
пептидов
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ГДГ под действием ТДФ (рис. 2, в, гомогенат и
тиамин, рН 7,4). Полученные результаты свиде�
тельствуют о том, что аллостерические эффекты
ТДФ, как ингибирующий, так и активирующий,
сильнее выражены в отношении ГДГ полного
гомогената мозга крысы, чем в отношении ГДГ
после ацетоновой экстракции синаптосомаль�
ной фракции мозга быка (рис. 2).

Из рис. 2 также видно, что при хроматогра�
фии ацетонового экстракта активирующий эф�
фект ТДФ на ГДГ значительно выше после элю�
ции NaCl и мочевиной (5–7�кратная актива�
ция) по сравнению с эффектом, наблюдаю�
щимся на стадии аффинной элюции тиамином
(1,5–1,7�кратная активация). При этом в отсут�

ствие ТДФ уровень активности ГДГ, аффинно
элюируемой тиамином, ниже уровня активиро�
ванной ТДФ ГДГ (рис. 2). Таким образом, низ�
кая активация данной фракции ГДГ ТДФ не
может быть обусловлена активированным сос�
тоянием элюированной тиамином ГДГ за счет
прочного связывания тиамина ферментом.
Аналогичный (1,2�кратный) уровень активации
фермента ТДФ в условиях насыщения ГДГ
2�оксоглутаратом и аммонием при низкой кон�
центрации NADH наблюдали и ранее [6] при
исследовании очищенного фермента или ГДГ в
составе митохондриального экстракта. В отли�
чие от аффинной хроматографии синаптосо�
мальной фракции мозга, при хроматографии
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Рис. 4. Влияние тиамина (0,05 мМ) на малатдегидрогеназную активность (МДГ) мозга быка и крысы в элюатах с тиамин�
сефарозы. При аффинной хроматографии ацетонового экстракта синаптосом мозга быка на первой стадии элюции при�
меняли 10 мМ раствор тиамина, рН 7,4 (а) или рН 5,6 (б); в – при аффинной хроматографии гомогената коры мозга кры�
сы на первой стадии элюции применяли 10 мМ раствор тиамина, рН 7,4. Во всех случаях элюированные белки переводи�
ли в 10 мМ Tris�HCl (рН 7,4) с помощью ультрафильтрации. Эффект тиамина измеряли при ненасыщающей концентра�
ции оксалоацетата в среде следующего состава: буфер Кребса–Рингера (рН 7,4), 0,01 мМ оксалоацетат, 0,14 мМ NАDH.
Приведены усредненные результаты по 2–5 независимым экспериментам; * р < 0,05 (достоверные отличия активности в
присутствии тиамина от контрольной активности согласно t�тесту Стьюдента)
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гомогената мозга максимальная (8�кратная) ак�
тивация ТДФ ГДГ наблюдается именно во
фракции, элюируемой тиамином (рис. 2, в).
Поскольку в этом случае тиамин элюирует по�
давляющую часть ГДГ (64% от общей активнос�
ти в исходном препарате, табл. 1), можно за�
ключить, что выраженный активирующий эф�
фект ТДФ определяется концентрацией ГДГ
и/или ее гетерологических комплексов. Иссле�
дование действия тиамина на ГДГ синаптосо�
мальной фракции, элюируемую NaCl и мочеви�
ной (рис. 2, а, б), подтверждает данное предпо�
ложение. В отличие от действия ТДФ, которое
не зависит от значения рН при предшествую�
щей аффинной элюции тиамином, активация
ГДГ тиамином в элюатах NaCl и мочевиной
значительна (до 12�кратной) лишь после прове�
дения элюции тиамином при рН 7,4 (рис. 2, а).
В этих же условиях активность ГДГ, элюируе�
мой NaCl и мочевиной, составляет значительно
меньшую часть ее общей активности, чем после
проведения аффинной элюции тиамином при
рН 5,6. В последнем случае, как показано выше,
в элюатах содержится больше МДГ2 (табл. 2).
Одновременное присутствие в элюате ГДГ и
МДГ2 создает лучшие условия для образования
комплекса ГДГ и МДГ2. Тем не менее удельная
и общая активности МДГ, а также активация
МДГ тиамином в этом случае существенно ни�
же по сравнению с теми, что наблюдаются в
элюатах NaCl и мочевиной после аффинной
элюции тиамином при рН 7,4 (табл. 2). Полу�
ченные результаты свидетельствуют о том, что
после хроматографии на тиамин�сефарозе ак�
тивация ГДГ тиамином не выражена в услови�
ях, способствующих образованию комплекса
ГДГ с МДГ2, т.е. после аффинной элюции при
рН 5,6. Напротив, активация ГДГ тиамином
максимальна в условиях низкой общей актив�
ности ГДГ и пониженного содержания МДГ2
при элюции растворами NaCl и мочевины, т.е.
после аффинной элюции при рН 7,4 (табл. 1 и 2).
В связи с этим можно предположить, что тиа�
мин, аналогично МДГ2, стабилизирует ГДГ в
последующих элюатах с помощью NaCl и моче�
вины, способных вызывать частичную диссо�
циацию и/или денатурацию ГДГ.

Стимулирующее влияние тиамина на актив�
ность МДГ исследованных препаратов белков
мозга характеризуется менее сложными законо�
мерностями, чем действие тиамина на актив�
ность ГДГ. Тиамин не влияет на активность
МДГ исходных препаратов. При хроматографии
как синаптосомальной фракции мозга, так и го�
могената мозга максимальное влияние тиамина
на активность МДГ наблюдается во фракции,
аффинно элюированной тиамином. При после�

дующей элюции NaCl и особенно мочевиной
данный эффект тиамина значительно снижает�
ся (рис. 4). Очевидно, неспецифическая элюция
растворами NaCl или мочевины приводит к час�
тичной потере аллостерической регуляции МДГ
под действием тиамина.

Отсутствие влияния тиамина на активность
исходных препаратов МДГ может быть связано
с ранее охарактеризованной разнонаправлен�
ностью действия тиамина (ингибирование
МДГ1 и активация МДГ2) на данные изофер�
менты [6]. Действительно, из рис. 4, а и табл. 2
видно, что повышение активности МДГ тиами�
ном максимально (9�кратное) во фракциях с
преимущественным содержанием МДГ2 (после
аффинной элюции кислым раствором тиамина,
табл. 2), а коэлюция МДГ1 и МДГ2 (при элюции
слабощелочным раствором тиамина, табл. 2)
несколько снижает активацию МДГ тиамином
(до 7�кратной). Таким образом, во фракции, со�
держащей обе изоформы фермента, активация
тиамином МДГ2 может уменьшаться за счет ин�
гибирования тиамином МДГ1 [6]. Однако сле�
дует также учесть, что, согласно измерению
ферментативной активности, существенная
часть МДГ не связывается с тиамин�сефарозой
даже при нанесении на колонку значительно
меньшего количества белка, содержащегося в
ацетоновом экстракте синаптосом, по сравне�
нию с полным гомогенатом мозга (рис. 4). По�
этому можно предположить, что с тиамин�сефа�
розой взаимодействуют лишь определенные
изоформы МДГ1 и МДГ2 – например, отличаю�
щиеся уровнем посттрансляционных модифи�
каций.

Исследование влияния высоких доз вводимого
крысам тиамина на регуляторные свойства ГДГ и
МДГ в составе гомогенатов мозга. Как показано
выше, регуляция активности ферментов тиами�
ном и его производными может отличаться в за�
висимости от препарата фермента (рис. 2 и 4)
[6]. Так, в гомогенатах или синаптосомальной
фракции мозга ГДГ ингибируется тиамином, а
на МДГ тиамин не оказывает влияния. Однако
после аффинной хроматографии наблюдается
активация ГДГ и МДГ (рис. 2 и 4), причем ско�
рость катализируемой МДГ реакции растет даже
в тех случаях, когда в препарате присутствуют
оба изофермента МДГ (табл. 1 и 3), один из ко�
торых (МДГ1) ингибируется тиамином [6]. Вви�
ду такой неоднозначности регуляции тиамино�
выми соединениями in vitro мы оценили ее био�
логическое значение путем исследования регу�
ляторных свойств ферментов мозга крысы после
введения животным высокой дозы тиамина. Для
этого содержащие ГДГ и МДГ гомогенаты коры
мозга экспериментальных и контрольных крыс
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были освобождены от низкомолекулярных ли�
гандов путем быстрой гель�фильтрации, не при�
водящей к существенному разведению гомоге�
ната.

Кинетические зависимости активности ГДГ
от ее основных низкомолекулярных регулято�
ров: аллостерических эффекторов, GTP, ADP и
лейцина, а также субстратов разных направле�
ний реакции, 2�оксоглутарата или глутамата, –
представлены на рис. 5. Сравнение кинетичес�
ких кривых показывает, что введенный живот�
ным тиамин увеличивает амплитуду ингибиро�
вания GTP (рис. 5, а) и максимум эффективной
скорости катализируемой ГДГ реакции, дости�
гаемой в фазе активации фермента под действи�
ем ADP (рис. 5, б) и 2�оксоглатурата (рис. 5, г).
При этом введение тиамина in vivo не меняет ре�
гуляцию ГДГ мозга лейцином (рис. 5, в) и глута�
матом (рис. 5, д). Поэтому увеличение наблюда�
емой амплитуды ответа ГДГ на GTP, ADP и
2�оксоглутарат не связано с ростом экспрессии
фермента, что подтверждает и количественный
анализ пептидов ГДГ, детектируемых в исследо�
ванных гомогенатах с помощью масс�спектро�
метрии. Следует отметить, что из указанных вы�
ше сопряженных изменений регуляции ГДГ
после введения животным тиамина лишь изме�
нение амплитуды ингибирования фермента под

действием GTP показало статистическую досто�
верность (табл. 4). По�видимому, это связано со
сложностью дифференциации приведенных за�
висимостей в случаях, когда активация сменяет�
ся ингибированием при высоких концентраци�
ях ADP (после введения тиамина) и 2�оксоглу�
тарата. Тем не менее характерные для насыще�
ния 2�оксоглутаратом значения Кm

ОГ и Кi
ОГ

(табл. 4) хорошо согласуются с наблюдаемым на
рис. 5, г снижением субстратного ингибирова�
ния, а сопряженный характер данных измене�
ний соответствует известной связи механизмов
регуляции ГДГ с помощью GTP и ADP с
субстратным ингибированием фермента [25].
Поскольку ряд остатков регуляторных центров
ГДГ, включая остаток лизина в центре связыва�
ния GTP, подвергаются посттрансляционному
ацилированию [25], можно предположить, что
введение животным тиамина приводит к изме�
нению регуляторных свойств ГДГ (рис. 5,
табл. 4) за счет изменения уровня таких пост�
трансляционных модификаций. Например,
конформационные изменения при связывании
тиамина и/или его производных с ГДГ in vivo
могут менять доступность тех или иных остатков
фермента ацилированию или деацилированию.

Аналогичный анализ влияния высокой дозы
тиамина на регуляторные свойства МДГ в со�
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Рис. 5. Влияние введения животным тиамина (400 мг/кг) на регуляторные свойства глутаматдегидрогеназы (ГДГ) мозга
крысы. Исследована зависимость активности фермента от аллостерических регуляторов: GTP (а), ADP (б), лейцина (в) и
субстратов 2�оксоглутарата (г) и глутамата (д). Для построения кинетических зависимостей усреднены данные трех неза�
висимых экспериментов. Аппроксимации проводили в программе GraphPad Prism v. 8.0 с использованием встроенных мо�
делей (см. разд. «Методы исследования»). Параметры аппроксимаций приведены в табл. 4
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ставе гомогенатов мозга после гель�фильтрации
не выявил существенных изменений в зависи�
мостях скорости малатдегидрогеназной реак�
ции от насыщения субстратами: оксалоацетатом
(0,01–1,00 мМ) и малатом (0,1–10,0 мМ). Таким
образом, если тиамин активирует лишь неболь�
шую часть взаимодействующих с тиамин�сефа�
розой изоформ МДГ, то введение животным ти�
амина значительно не меняет представленность
данных изоформ в гомогенате мозга.

Сравнительный анализ элюируемых с тиамин@
сефарозы протеомов. По сравнению с предыду�
щим использованием аффинной хроматогра�
фии на носителях, модифицированных тиами�
ном или аналогом его функциональной (тиазо�
лиевой) части, в данной работе применялась мо�
дификация носителя тиамином, исключающая
разную конформацию и/или количество присо�
единенных к линкеру молекул «наживки». Для
возможного повышения специфичности элю�
ции с тиамин�содержащего носителя мы также
использовали раствор тиамина в качестве аф�
финного элюента. Наконец, для определения
дополнительных путей некоферментного
действия тиамина, мишени которого могли те�
ряться при очистке проанализированной ранее
синаптосомальной фракции мозга крысы [6],
мы подвергли аффинной хроматографии пол�

ный гомогенат мозга крысы. Биоинформатичес�
кий анализ идентифицированных в данной ра�
боте совокупностей белков, элюируемых при
хроматографии синаптосомальной фракции
мозга быка или гомогената мозга крысы, пред�
ставлен в табл. 5. Сравнение с предыдущими ре�
зультатами аналогичного анализа тиамин�зави�
симых протеомов синаптосомальной фракции
мозга крысы [6] показало, что введение аффин�
ной элюции тиамином меняет относительную
представленность терминов аннотации «фосфо�
белки» и «ацетилирование» в характеристике
элюируемых с тиамин�сефарозы белков. В на�
шем предыдущем исследовании [6], в котором
элюция тиамином белков синаптосомальной
фракции мозга крысы не использовалась, тер�
мин «ацетилирование» имел существенно боль�
шую степень обогащения (P = 10–17, согласно
результатам анализа тиамин�связывающего
протеома программой DAVID), чем термин
«фосфобелки» (P = 10–6). При аффинной же
элюции тиамином белков синаптосомальной
фракции мозга быка оба термина характеризу�
ются сходной степенью обогащения (P =
= 10–35–10–36), а в случае аффинной хроматогра�
фии полных гомогенатов мозга крысы термин
«фосфобелки» даже приобретает большую зна�
чимость (P = 10–76), чем термин «ацетилирова�
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Таблица 4. Кинетические параметры регуляции ГДГ мозга контрольных крыс и крыс после введения высокой дозы тиамина

Параметры

IC50
GTP, мкМ

Амплитуда ингибирования GTP, мкмоль/мин на мг

Коэффициент Хилла (GTP)

EC50
ADP, мМ

Амплитуда активации ADP, мкмоль/мин на мг

Коэффициент Хилла (ADP)

EC50
Leu, мМ

Амплитуда активации лейцином, мкмоль/мин на мг

Коэффициент Хилла (лейцин)

V ОГ
max, мкмоль/мин на мг

Km
ОГ, мМ

Ki
ОГ, мМ

Vmax
Glu, мкмоль/мин на мг

Km
Glu, мМ

Ki
Glu, мМ

Тиамин

0,14 ± 0,01

0,048 ± 0,003

−1,3 ± 0,2

0,11 ± 0,07

0,17 ± 0,04

1,1 ± 0,4

1,3 ± 0,1

0,07 ± 0,01

1,8 ± 0,6

0,08 ± 0,01

0,25 ± 0,07

7,1 ± 3,1

0,004 ± 0,001

0,26 ± 0,13

12,7 ± 6,8

Контроль

0,13 ± 0,01

0,042 ± 0,003

−1,4 ± 0,3

0,09 ± 0,01

0,12 ± 0,01

1,3 ± 0,3

1,4 ± 0,2

0,08 ± 0,01

1,8 ± 0,6

0,08 ± 0,02

0,36 ± 0,16

4,2 ± 2,4

0,005 ± 0,001

0,33 ± 0,16

9,0 ± 4,5

Примечание. Представлены результаты нелинейной регрессии в программе GraphPad Prism v. 8.0 (см. «Методы исследо�
вания») кинетических зависимостей, приведенных на рис. 5. Верхние индексы параметров насыщения ГДГ указывают ли�
ганд, в случае 2�оксоглутарата – ОГ. Жирным шрифтом выделены определенные с помощью F�критерия достоверные от�
личия между кинетическими параметрами аппроксимированных зависимостей ГДГ из мозга крыс контрольной группы и
крыс, которым вводили тиамин.
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ние» (P = 10–61) (табл. 5). Тем не менее о специ�
фичности термина «ацетилирование» в качестве
характеристики тиамин�зависимого протеома
синаптосом мозга быка говорит сравнение
представленности основных терминов белковой
аннотации на аффинной и неспецифических
стадиях элюции. В элюате синаптосомальной
фракции мозга быка раствором тиамина терми�
ны «фосфобелки» и «ацетилирование» обогаще�
ны одинаково (P = 10–35–10–36), тогда как в элю�
атах неспецифическими агентами (NaCl и моче�
вина) относительное обогащение термина «аце�
тилирование» снижается со второй до четвертой
позиции при росте обогащения термина «фос�
фобелки» (P = 10–46). Таким образом, по сравне�
нию с элюцией неспецифическими агентами,
аффинная элюция тиамином связавшихся с ти�
амин�сефарозой синаптосомальных белков уве�
личила относительную представленность бел�
ков, аннотируемых как «фосфобелки», подтвер�
див специфичность термина «ацетилирование»
в качестве характеристики данного протеома.
Оба термина характеризуют тиамин�зависимые
протеомы мозга независимо от вида использо�
ванного животного (бык или крыса) или препа�
рата, подвергаемого аффинной хроматографии
(синаптосомальная фракция или гомогенат моз�

га) (табл. 5) [6]. Биоинформатический анализ с
помощью программы DAVID v. 6.8 (табл. 5) так�
же показал, что удерживаемые на тиамин�сефа�
розе белки ацетонового экстракта синаптосом
мозга быка значительно реже аннотируются
термином «метилирование» (позиции 5 и 6), чем
аналогичные белки полного гомогената коры
мозга крысы (позиция 3). С учетом того, что
термин «метилирование» не был значительно
представлен и при предыдущем анализе тиа�
мин�зависимых протеомов синаптосомальной
фракции мозга крысы [6], можно заключить,
что обогащение данного термина связано не с
видоспецифическими эффектами, а с удалени�
ем при очистке синаптосомальной фракции
группы взаимодействующих с тиамином белков,
характеризующихся функциональным терми�
ном «метилирование».

Представленное сравнение взаимодействия
с тиамин�сефарозой как различных фракций
белков мозга (полный гомогенат и ацетоновый
экстракт синаптосом), так и различных видов
животных (бык и крыса) указывает на универ�
сальность регуляции тиаминовыми соединени�
ями таких ферментов центрального метаболиз�
ма мозга животных, как дегидрогеназы малата и
глутамата. Биологическое значение регулятор�
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Таблица 5. Главные термины аннотации протеомов, элюируемых с тиамин�сефарозы тиамином или неспецифическими
агентами (NaCl и мочевиной)

Элюция тиамином

Примечание. Показаны репрезентативные результаты биоинформатического анализа с помощью программы DAVID
(v. 6.8) наборов белков, элюируемых при аффинной хроматографии ацетонового экстракта синаптосом мозга быка (два
независимых определения) и полных гомогенатов коры мозга крысы (три независимых определения); n – общее количе�
ство белков в анализируемых протеомах; Р обогащения – значение Р, характеризующее вероятность встречаемости соот�
ветствующего термина аннотации в анализируемой выборке из n белков по сравнению со случайной встречаемостью дан�
ного термина в соответствующем геноме.

термин аннотации

1) Фосфобелки

2) Ацетилирование

3) Кератин

4) Цитоплазма

5) Метилирование

1) Фосфобелки

2) Ацетилирование

3) Метилирование

4) Цитоплазма

число белков

83

68

23

56

25

153

105

48

84

термин аннотации

1) Фосфобелки

2) Кератин

3) Промежуточные филаменты

4) Ацетилирование

5) Цитоплазма

6) Метилирование

1) Фосфобелки

2) Ацетилирование

3) Метилирование

4) Цитоплазма

Р обогащения

1,3E�46

1,4E�36

4,5E�35

1,3E�34

2,3E�25

1,8E�13

1,0E�82

2,9E�69

1,9E�42

5,9E�32

Элюция NaCl + мочевиной

Р обогащения

2,0E�39

3,6E�38

6,5E�34

1,1E�23

5,2E�17

6,5E�76

3,4E�61

7,2E�34

3,9E�29

число белков

96

25

26

69

62

23

173

120

58

95

Бык (n = 115)                                                                                    Бык (n = 136)

Крыса (n = 183)                                                                                Крыса (n = 202)
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To study the mechanisms of the non�coenzyme action of thiamine and its diphosphate (ThDP) on brain proteins, an
acetone extract of bovine brain synaptosomes or homogenate of rat brain cortex are subjected to affinity chromatog�
raphy on thiamine�modified Sepharose. Relative content of glutamate dehydrogenase (GDH) and isoenzymes of
malate dehydrogenase (MDH) in step�wise eluates by thiamine (at pH 7.4 or 5.6), NaCl and urea is determined by
mass�spectrometry. Influence of thiamine and/or ThDP on GDH and MDH activities in these eluates is studied as
well. Activation of malate dehydrogenase reaction by thiamine is maximal after elution of proteins with an acidic thi�
amine solution that does not elute an MDH1 isoenzyme. Effects of exogenous thiamine or ThDP on GDH activity
probably depend on the presence of endogenous regulators of the enzyme. In fact, thiamine and/or ThDP activate the
brain GDH in eluates but inhibits the enzyme in crude preparations applied to the sorbent. ThDP inhibits the ADP�
activated GDH. Activation of GDH by thiamine (but not ThDP) decreases in case when the acidic thiamine solution
(pH 5.6) is used as eluent compared to the procedure employing slightly alkaline thiamine solution (pH 7.4).
Simultaneous increase in the MDH2 content and in total GDH activity after the affinity elution at pH 5.6 compared
to the elution at pH 7.4 indicates the role of the known GDH–MDH2 interaction in stabilizing the GDH activity and
in GDH regulation by thiamine. The biological potential of thiamine�dependent regulation of the brain GDH is con�
firmed in vivo by demonstration of changes in regulatory properties of GDH after administration of a high dose of thi�
amine to rats. Bioinformatics analysis of the thiamine�eluted brain proteins shows specific enrichment of their anno�
tation with terms «phosphoprotein», «acetylation» and «methylation». Relationship between thiamine and these post�
translational modifications in brain may contribute to neuroprotective effects of high doses of thiamine, including the
regulation of oxidation of the major excitatory neurotransmitter in brain – glutamate.

Keywords: thiamine, malate dehydrogenase, glutamate dehydrogenase, thiamine�Sepharose, phosphoprotein, acety�
lation, methylation
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На основании анализа данных литературы описаны молекулярные механизмы рецепции уровня кислорода
в различных компартментах клеток животных. Показано, что внутриклеточная сенсорная трансдукция кис�
лорода может осуществляться несколькими способами. Рассмотрены детали функционирования околомем�
бранного и цитоплазматического пулов молекулярных конструктов клеток в условиях гипоксии. Обсужда�
ются сведения о роли митохондрий в процессах клеточной чувствительности к уменьшению содержания
кислорода. Выявлены подробности взаимного влияния оперативных и хронических внутриклеточных ме�
ханизмов восприятия отрицательных градиентов концентрации молекулярного кислорода и их связи с ре�
акциями клеточного метаболизма на оксидативный стресс.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: митохондрии, калиевые мембранные каналы, HIF.
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ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К КИСЛОРОДУ

Обзор

© 2020 А.Н. Вётош1,2,3

Кислород – главный детерминант клеточно�
го метаболизма аэробов. Отдельные клетки и их
небольшие группы, инкубируемые в естествен�
ных или искусственных условиях, получают
жизненно важные ингредиенты путем диффу�
зии. В многоклеточных организмах в распреде�
лении атмосферного кислорода участвуют спе�
циализированные респираторные и циркуля�
торные транспортные системы.

Качество распределения кислорода не мо�
жет не контролироваться на системном, регио�
нарном и клеточном уровне. В последнем слу�
чае можно ожидать наличие специальных кис�
лородных клеточных сенсоров или цитоцентри�
ческих механизмов, участвующих в управлении
клеточным гомеостазом. Наибольшее количе�
ство данных о чувствительности клеток к вариа�
циям содержания кислорода получено для кле�
точных элементов тахитрофных тканей в

условиях перехода от нормоксии к гипоксии
in vitro.

За последние 30 лет были намечены контуры
описания физиологического кислородного го�
меостаза клетки. Молекулярную платформу для
исследований в этой области обеспечили рабо�
ты Lopez�Barneo et al. [1] и Semenza et al. [2, 3].
Дальнейшие исследования данной проблемы
позволят узнать закономерности простран�
ственной динамики концентрации кислорода
внутри клетки, предпочтительные «ворота вхо�
да», «воронки утилизации» и возможные «сайты
депонирования» О2.

МИТОХОНДРИИ

Молекулярный кислород является терми�
нальным акцептором электронов в процессах
продукции АТР в митохондриях [4–6]. Эти кле�
точные органеллы потребляют до 90% кислоро�
да, поступающего к клеткам за счет диффузион�
ного и конвективного массопереноса [5, 7, 8].
Названные обстоятельства многие годы сохра�
няли за митохондриями статус главной мишени

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; BKCa – кальций�зависимые калиевые каналы
высокой проводимости; CSE – цистатионин�гамма�лиаза;
FIH – фактор, ингибирующий HIF; НО�2 – гемоксигена�
за�2; HIF – фактор, индуцированный гипоксией; PHD –
пролилгидроксилаза.
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ВЁТОШ

в «охоте» исследователей за внутриклеточным
кислородным сенсором [6, 9, 10].

Большинство авторов, ставивших себе
целью обосновать исходную точку в цепи регу�
лирования внутриклеточного кислородного го�
меостаза, по умолчанию искали гипоксический
сенсор О2. В качестве такового предполагалось
обнаружить молекулярный агрегат или процесс,
изменяющий свое состояние при уменьшении
концентрации молекул кислорода. При этом из�
менение состояния «предполагаемого сенсора»
должно было иметь значимые для функциони�
рования и судьбы клетки последствия.

Ожидаемый на первый взгляд механизм
кислородной рецепции предполагали найти в
конечных точках поступления кислорода в
клетки. Надеялись, что он будет основан на уче�
те запаса АТР. Если объем этого запаса прибли�
зится к минимально допустимому значению,
должен включиться режим «тревоги», и клетка
запустит «гипоксический ответ». Вдохновляла
умозрительная модель Atkinson [11] и предло�
женная им формула расчета энергетического
заряда клетки. Однако до настоящего времени
вышеизложенный механизм обнаружен не был,
и в недавнем обзоре Waypa et al. [6] данный ва�
риант сохранения нормального кислородного
статуса клетки назван «слишком бедным инже�
нерным решением».

В качестве критики АТР�зависимого меха�
низма кислородной рецепции можно привести
следующие доводы. Во�первых, кроме кислоро�
да для синтеза АТР требуются различные орга�
нические субстраты. Следовательно, количество
АТР отражает не только адекватную доставку
кислорода. Во�вторых, совершенно не ясно как
отдельная митохондрия и весь митохондриаль�
ный пул клетки в целом могут повлиять на диф�
фузионный массоперенос кислорода в экстра�
целлюлярной и цитозольной зонах? В�третьих,
по данным прямых измерений содержания кис�
лорода в клетках, продукция АТР сохраняется
вплоть до достижения аноксического порога
(2 торр, т.е. 2 мм рт. ст.) [12, 13]. Следовательно,
ориентация на измерение запаса АТР не обеспе�
чит детектирование поступления кислорода в
диапазоне физиологической гипоксии [6].

Отсутствие положительных ответов на эти
вопросы, а также безуспешные 40�летние поиски
АТР�зависимого механизма кислородной внут�
риклеточной рецепции приводят к выводу о том,
что митохондрии, если они и вовлечены в про�
цессы регулирования клеточного кислородного
гомеостаза, делают это каким�то иным способом.

Определенный интерес в связи с этим вызы�
вают процессы окисления тиолов перекисью во�
дорода. Однако осторожные в суждениях авторы

обзоров по этой теме считают, что кислородная
чувствительность этапов взаимодействия Н2О2 и
тиолсодержащих молекул, в частности глутатио�
на, глутаредоксинов, тиоредоксинов и перокси�
редоксинов является скорее свидетельством оп�
тимизации хрупкого баланса этого альянса, чем
кислородной внутриклеточной сенсорной
трансдукции [14–16].

Еще один вариант участия митохондрий в
формировании «гипоксического ответа» клетки
может быть основан на сигнальной роли актив�
ных форм кислорода (АФК), продуцируемых
группой ферментов цепи окислительного фос�
форилирования [4, 5, 17–19]. Давно известно,
что при поступлении избытка кислорода в клет�
ки продукция АФК увеличивается [20, 21]. В ис�
следованиях прошлых лет отмечалось уменьше�
ние продукции прооксидантов на фоне гипок�
сических воздействий [22, 23]. Однако с некото�
рых пор в работах группы авторов появились
данные об увеличении продукции одного из ви�
дов АФК – перекиси водорода – митохондрия�
ми кардиомиоцитов и гладкомышечных клеток
легочной артерии в условиях гипоксии [24–26].
Их выводы основывались на результатах не�
скольких лабораторий, где различными метода�
ми изучали процессы внутриклеточного распре�
деления АФК при пониженном содержании
кислорода [27–29].

Экспериментально обосновано, что АФК по�
мимо прооксидантных обладают и регуляторны�
ми функциями в широком диапазоне клеточных
ответов, включая пролиферацию, дифференци�
ровку, старение клеток, регуляцию транскрип�
ционных факторов и воспалительную реакцию
[19, 30, 31]. Было сделано предположение о воз�
можном участии прооксидантов, в частности
Н2О2, в механизмах регулирования внутрикле�
точного кислородного гомеостаза [32, 33]. В ос�
нову доказательной базы легли результаты пря�
мого измерения динамики концентрации АФК с
помощью тиолового редокс�сенсора roGFP в
гладкомышечных клетках легочной артерии [34].
В условиях нормоксии roGFP был активирован
присутствием молекул перекиси водорода в ци�
тозоле только на 20%, в межмембранном прост�
ранстве митохондрий – на 45% и в матриксе тех
же органелл – на 70%. При гипоксии активация
roGFP в цитозоле повышалась до 35%, в межмем�
бранном пространстве – до 65%, а в матриксе
митохондрий она заметно снижалась. Сходные
изменения наблюдали [32] на изолированных
артериальных гладкомышечных клетках. Это
прямое подтверждение увеличения концентра�
ции Н2О2 в цитозоле при гипоксии. Полученные
Waypa et al. [6] результаты нашли подтверждение
в работах других авторов [8, 35–37].
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Недавно были получены доказательства то�
го, что основным источником АФК, оказываю�
щим решающее влияние на кислородный гомео�
стазис клетки, является комплекс III в цепи
ферментов окислительного фосфорилирования
[4, 38, 39]. Последовательность событий по во�
влечению митохондриальных АФК в организа�
цию клеточного ответа на гипоксию представле�
на на рис. 1. Под влиянием гипоксии комплек�
сы III дыхательных цепей митохондрий выделя�
ют часть супероксид�анион радикалов в межмем�
бранное пространство [10, 40]. В этом митохон�
дриальном компартменте при участии суперок�
сиддисмутазы названный радикал превращается
в Н2О2 [41, 42]. Далее молекулы перекиси водо�
рода выходят в цитозоль, где оказывают модули�
рующее влияние на активность фермента про�
лилгидроксилаза 2 [4, 9, 10].

Семейству ферментов пролилгидроксилаз
(PHD) требуется молекулярный кислород как
субстрат для деградации фактора, индуцирован�
ного гипоксией (HIF), в частности его изофор�
мы HIF�α. Это происходит перманентно в нор�
моксических условиях. Под влиянием гипоксии,
т.е. при уменьшении концентрации молекул
кислорода в цитозольном окружении PHD2 ак�
тивность этого фермента снижается, и деграда�
ция HIF прекращается. В этом случае молекулы
индуцированного гипоксией фактора переме�
щаются в ядро клетки, испытывающей недо�
статок кислорода, запускается транскрипция се�
мейства «гипоксических» генов и формируется
клеточный гипоксический ответ [43].

Каким же образом увеличение концентра�
ции АФК в цитозоле при гипоксии может при�
водить к ингибированию активности PHD2 и
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Рис. 1. Ингибирование в цитозоле метаболизма субъединицы HIF�α активными формами кислорода митохондриального
генеза, возникающими под влиянием гипоксии: III – митохондриальный комплекс III; АФК – активные формы кисло�
рода; PHD – пролилгидроксилаза; VHL – фактор фон Хиппел–Линдау; HIF – фактор, индуцированный гипоксией; Ub –
убиквитин



ВЁТОШ

стабилизации HIF? По мнению Waypa et al. [6] и
их единомышленников [44, 45], АФК успевают
частично денатурировать молекулы ферментов,
что ведет к уменьшению их активности.

Митохондрии эукариотических клеток до
недавнего времени оставались наиболее вероят�
ными кандидатами на роль места для кислород�
ных сенсоров [4, 6, 10]. На сегодняшний день
собрано достаточное количество доказательств
того, что побочные продукты биоэнергетичес�
кой активности митохондрий – АФК – могут
принимать модулирующее участие в цитозоль�
ных процессах формирования клеточного отве�
та на гипоксию [6, 8, 39]. Прооксиданты пред�
стают в этом случае не в качестве О2�сенсоров, а
скорее в роли О2�маркеров. В современных тер�
минах АФК митохондриального генеза являют�
ся участниками сигнальных путей, обеспечиваю�
щих сохранение кислородного гомеостаза клет�
ки в условиях недостатка кислорода [4, 10].
Можно ожидать, что у этой сигнальной сети бо�
лее чем один вход.

КИСЛОРОД�ЧУСТВИТЕЛЬНЫЕ ИОННЫЕ
КАНАЛЫ КЛЕТОЧНЫХ МЕМБРАН

Плазматическая мембрана клетки является
первым барьером на пути молекулярного кисло�
рода к сайтам его внутриклеточного использо�
вания. По мнению Бенджамина Льюина [46],
очень маленькие нейтральные молекулы кисло�
рода легко преодолевают бислойную липидную
основу клеточных мембран. Общим свойством
всех живых клеток является наличие регулируе�
мого ионного градиента на плазматических
мембранах. Отражением динамики этого ла�
бильного процесса является мембранный по�
тенциал, который создается многочисленными
классами встроенных в билипидный слой ион�
ных каналов. При формировании мембранного
потенциала в клетках животных главным обра�
зом участвуют ионы К+, Na+ и Cl–. Перенося�
щие их каналы испытывают влияние многих
факторов (напряженность электрического поля,
концентрация ионов Ca2+, H+, молекул АТР и
т.д.) [47].

После 1988 года в перечень влияний, модули�
рующих активность мембранных ионных кана�
лов, переносящих К+, попал молекулярный кис�
лород. Информация, опубликованная Lopez�
Barneo et al. [1], была неожиданной и в последую�
щие годы тщательно проверялась. Уже спустя 9
лет появился первый обзор о влиянии недостат�
ка кислорода на кальций�зависимые калиевые
каналы высокой проводимости (BKCa), который
насчитывал 73 публикации по данной теме [48].

Авторы обзора констатировали, что выключение
BKCa при уменьшении парциального давления
кислорода в инкубационном растворе до значе�
ний >20 торр не вызывает сомнений. Это оказа�
лось справедливо для широкого класса цито�
морфных моделей (гладкомышечных клеток ар�
териальных сосудов, нейронов коры, гиппокам�
па и черной субстанции, клеток 1�го типа каро�
тидных тел, клеток нейроэпителиальных тел в
бифуркациях бронхов). Важно отметить, что
BKCa реагировали на гипоксию как в составе не�
поврежденной клеточной мембраны целых кле�
ток, так и при регистрации в режиме patch clamp.
В обзоре было высказано предположение о том,
что и другие типы ионных каналов, возможно,
испытывают модулирующее влияние со стороны
молекул кислорода.

На втором этапе исследований кислородной
чувствительности К+ каналов специалисты за�
интересовались конструкцией этих молекуляр�
ных агрегатов. Искали домены, непосредствен�
но отвечающие за сенсорную трансдукцию кон�
центрации молекул кислорода в околоканаль�
ном пространстве в процессе исполнительного
акта закрытия селективных переносчиков ионов
К+ [49]. Группа кислород�чувствительных калие�
вых каналов, исследованных авторами, включа�
ла три семейства, содержащие более 14 видов
[50, 51]. Однако ни в α�, ни в β�субъединицах
различных типов калиевых каналов такие кис�
лород�чувствительные домены найдены не бы�
ли [49, 51].

На третьем этапе появились зачатки так на�
зываемой «мембранной гипотезы» [47, 49, 52].
Эта гипотеза формировалась, как попытка от�
ветить на сформулированные к началу XXI века
вопросы. Почему только калиевые каналы
чувствительны к изменениям концентрации
О2? Как они могут длительное время работать
без митохондриальной поддержки при регист�
рации в режиме patch clamp? Являются ли BKCa

каналы кислородными сенсорами или только
эффекторным звеном в реакции на гипоксию?
Почему реакция калиевых каналов на уменьше�
ние концентрации кислорода происходит очень
быстро?

Различные группы исследователей предпо�
ложили существование неизвестных белковых
ансамблей, прямо или дистантно связанных с
кислород�чувствительными калиевыми ионны�
ми каналами [47, 49]. Кандидатами в члены
этих ансамблей называли глутатион, активиро�
ванную протеинкиназу, гемоксигеназу�2,
NADP(H)�оксидазу и другие белки [47, 53, 54].

Было показано, что BKCa тесно связаны с ге�
моксигеназой�2. В экспериментах, проводимых
на клетках I�го типа каротидных тел крыс, ис�
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пользуя масс�спектрометрический анализ и ко�
иммунопреципитацию, установили тесную ассо�
циацию молекулярной конструкции кальций�за�
висимых калиевых каналов высокой проводи�
мости с HO�2 [55]. Катаболизируя геминовые мо�
лекулы, гемоксигеназа�2 продуцирует монооксид
углерода, биливердин и Fe2+. При нормоксии в
качестве кофакторов участвуют NADP(H) и мо�
лекулярный кислород. Показано, что монооксид
углерода при этом выступает как активатор BKCa

каналов [56]. При гипоксии, когда кислородный
кофактор становится дефицитным, тоническое
укрепляющее влияние монооксида углерода на
BKCa ослабевает, и их проводимость для ионов
калия снижается. Молекулы гемоксигеназы�2
выступают, таким образом, в качестве кислород�
ного сенсора при кальций�зависимых калиевых
каналах высокой проводимости. Другие группы
авторов сумели показать ингибирующее участие
H2S в управлении BKCa на фоне гипоксии в клет�
ках I�го типа каротидных тел мышей, крыс и че�
ловека [57, 58]. Это заставило включить в объяс�
нительную модель кислородной чувствительнос�
ти калиевых каналов два внутриклеточных газо�
трансмиттера: СО и H2S [52].

Позднее мембранная гипотеза приобрела
черты необходимого оформления, если не за�
вершения [51, 59]. Ионные каналы плазмати�
ческих мембран играют значительную роль в
процессах сенсорной трансдукции различной
модальности: либо как первичные сенсорные
элементы, либо как последующие звенья эф�
фекторной сети [60]. Калиевые каналы клеток
I�го типа каротидных тел позвоночных являют�
ся примером каналов с эффекторной специали�
зацией. Среди них семейства Kv3, Kv4, BKCa и
TASK [50, 52]. Доказано, что проводимость ка�
лиевых каналов этих типов зависит от концен�
трации молекулярного кислорода на поверхнос�
ти плазматических мембран содержащих их кле�
ток [1, 51]. Открытым оставался вопрос: «Какая
часть молекулярного конструкта ионного кана�
ла или ассоциированных с функционированием
канала сателлитных молекул является кисло�
родным сенсором?».

Авторы мембранной гипотезы Chris Peers и
Nanduri Prabhakar считают, что калиевые кана�
лы являются эффекторной частью сигнальной
сети в чувствительных к кислороду цитосисте�
мах [49, 51, 52]. Восприимчивыми же к недо�
статку кислорода следует считать процессы
функционирования ассоциированных с калие�
выми каналами макромолекул [47, 53, 54]. Сре�
ди них НО�2, NADP(H), цистатионин�гамма�
лиаза (CSE), гуанилатциклаза (GC), цикличес�
кий гуанозинмонофосфат (cGMP) и протеин�
киназа G (PKG).

Взаимодействие мембранных калиевых ка�
налов различных семейств с ассоциированными
белками представлено на рис. 2. Гемоксигеназа�2
осуществляет деградацию гема, превращая его в
биливердин, ион двухвалентного железа и мо�
нооксид углерода. Кофакторами деградации ге�
ма при нормоксии выступают NADP(H) и моле�
кулярный кислород [61]. Вышеназванные про�
цессы происходят в том числе и в гломусных
клетках каротидных тел [56, 62].

Молекулы CO оказывают активирующее
действие на кальций�зависимые калиевые кана�
лы высокой проводимости [57, 63, 64]. Гипоксия
уменьшает продукцию молекул монооксида уг�
лерода в каротидных телах. Такое же действие
производит блокатор НО�2 цинкпротопорфи�
рин�9 [62]. Эти СО�дефицитные состояния ве�
дут к закрытию BKCa [51].

Таким образом, уменьшение концентрации
молекулярного кислорода в цитоплазматичес�
ком окружении конститутивной НО�2, ассоции�
рованной с BKCa, понижает ее каталитическую
активность. Это приводит к ограничению син�
теза внутриклеточного газотрансмиттера – мо�
нооксида углерода, который является активато�
ром BKCa. Дефицит СО в ходе развития гипок�
сического состояния клетки ведет к закрытию
калиевых каналов.

Это нарушает динамику формирования
мембранного потенциала гломусных клеток ка�
ротидных тел и некоторых других кислород�
чувствительных клеточных конструктов.

Следовательно, гемоксигеназа�2 клеток I�го
типа каротидных тел позвоночных является тем
молекулярным внутриклеточным объектом, в
котором происходит сенсорная трансдукция
концентрации внутриклеточного кислорода в
управляющий сигнал для эффекторов – BKCa.
Свою версию мембранной гипотезы авторы
считают доказанной [51]. Ее эвристическая сила
нашла подтверждение в исследовании на сис�
темном уровне. У молодых здоровых испытуе�
мых была отмечена редукция вентиляторного
ответа на гипоксию после кратковременной ин�
галяции избытка монооксида углерода [65].

В дополнение к CO�зависимому механизму
модуляции активности калиевых каналов гло�
мусных клеток каротидных тел существует вто�
рая интрацеллюлярная сигнальная цепь. Цент�
ральным звеном этой цепи является цистатио�
нин�гамма�лиаза [66, 67]. Данный фермент син�
тезирует внутриклеточный газотрансмиттер
H2S, который экспрессируется в гломусных
клетках каротидных тел позвоночных [51, 57,
68]. В условиях нормоксии синтез молекул серо�
водорода минимален, но при гипоксии генера�
ция H2S увеличивается пропорционально на�
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растанию дефицита кислорода [57, 69]. У нокау�
тированных по CSE мышей отсутствует увели�
чение синтеза H2S в ответ на гипоксию. Блока�
тор CSE – пропаргил�L�глицин также нивели�
рует продукцию внутриклеточного сероводоро�
да [59]. Сегодня принято считать, что CSE явля�
ется главным продуцентом внутриклеточного
H2S в ответ на гипоксию [51]. Искусственное
увеличение количества молекул сероводорода в
клетках каротидных тел активирует этот орган
пропорционально степени воздействия [57, 70].

Совокупность накопленных эксперименталь�
ных данных позволяет считать продукт деятель�
ности цистатионин�гамма�лиазы (H2S) обяза�
тельным участником процесса формирования
клеточного ответа каротидных тел на гипокси�
ческий стимул.

В 2010 году Li et al. [58] первыми выявили
влияние избытка внутриклеточного сероводоро�
да на ионные каналы гломусных клеток каротид�
ных тел. Позднее было уточнено, что мишенью
для H2S являются BKCa, но влияние сероводоро�
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Рис. 2. Взаимодействие мембранных калиевых каналов различных семейств с ассоциированными белками:    – ассоции�
рованные с каналами белки; → – активирующее действие;      – блокирующее действие;     – везикулы с медиатором, про�
дуцируемым гломусными клетками каротидных тел; AMPK – АМФ�активируемая протеинкиназа; CSE – цистатионин�
гамма�лиаза; HO�2 – гемоксигеназа�2; PKG – протеинкиназа g; MgATP – активируемая магнием АТРаза; cGMP – цик�
лический гуанилатмонофосфат; GC – гуанилат�циклаза
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да на них отличается от влияния монооксида уг�
лерода [59]. Внутриклеточный сероводород про�
воцирует вход в гломусные клетки ионов каль�
ция [70]. Этот же газотрансмиттер оказывает ин�
гибирующее влияние на калиевые каналы се�
мейства TASK через угнетение процессов окис�
лительного фосфорилирования в митохондриях
гломусных клеток [70, 71]. Однако главной ми�
шенью для продукта каталитической деятель�
ности CSE – сероводорода – в клетках I�го типа
каротидных тел являются каналы BKCa [59, 72].

Таким образом, в условиях нормоксии фер�
мент CSE малоактивен. На фоне нарастающей
внутриклеточной гипоксии его активность рас�
тет пропорционально дефициту кислорода, что
сопровождается повышением интенсивности
генерации H2S. Этот газотрансмиттер ингибиру�
ет активность BKCa и косвенно через митохон�
дрии уменьшает проводимость калиевых кана�
лов иных семейств, в частности TASK. Следова�
тельно, цистатионин�гамма�лиаза клеток I�го
типа каротидных тел позвоночных является еще
одним молекулярным внутриклеточным объек�
том, в котором происходит сенсорная трансдук�
ция концентрации интрацеллюлярного кисло�
рода в управляющий сигнал для эффекторов –
BKCa. Можно констатировать, что в клетках I�го
типа каротидных тел позвоночных имеется бо�
лее чем один механизм сенсорной трансдукции
интрацеллюлярной концентрации молекуляр�
ного кислорода в изменении активности калие�
вых каналов. СО и H2S газотрансмиттеры
действуют на эффекторную часть кислород�
чувствительной сигнальной цепи по ходу нарас�
тания гипоксического стимула противополож�
ным образом. При этом концентрация молекул
СО уменьшается, и BKCa лишаются поддержи�
вающего влияния, а концентрация H2S растет,
что стимулирует закрытие калиевых каналов.
Клетка при гипоксии оказывается под надеж�
ным двойным контролем.

По мнению авторов последней версии
«мембранной гипотезы», третий внутриклеточ�
ный газотрансмиттер – NO – также участвует в
регулировании внутриклеточного кислородного
гомеостазиса. Давно известно, что гипоксия
уменьшает активность NO�синтазы (NOS), в
том числе ее нейрональной изоформы nNOS в
гломусных клетках каротидных тел [73]. По�
следняя не экспрессируется в клетках I�го типа
и, по замыслу авторов, попадает в них из окру�
жающих эти клетки эфферентных отростков
глоссофаренгиального нерва [51, 73, 74]. Есть
данные о том, что искусственное увеличение ко�
личества молекул NO в клетках каротидных тел
активирует BKCa [75]. Однако эти результаты не
были подтверждены в иных экспериментальных

условиях [76]. Установлено, что стимулирующее
влияние NO на BKCa передается от монооксидов
азота, проникающих в гломусные клетки через
гуанилатциклазу, циклический гуанозинмоно�
фосфат и далее через протеинкиназу g [77, 78].

Давно известно, что самый оперативный
(быстрый) клеточный ответ на острую гипоксию
свойственен гломусным клеткам каротидных
тел. Сегодня не вызывает сомнения тот факт,
что в этом ответе участвуют мембранные калие�
вые каналы нескольких семейств. BKCa фигури�
рует сразу в нескольких сигнальных цепях ги�
поксического клеточного метаболизма в качест�
ве эффекторного звена. Кислородным сенсором
при BKCa является гемоксигеназа�2. Наряду с
этим хорошо известны молекулярные механиз�
мы цитоплазматического ответа на хроническое
гипоксическое воздействие.

ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К КИСЛОРОДУ

Каротидные тела являются примером сис�
темного «сенсора на кислород» [79, 80]. В свою
очередь, гемоксигеназа�2 имеет статус ассоции�
рованного с плазматической мембраной «кис�
лородного сенсора» для гломусных клеток I�го
типа каротидных тел [51]. Наряду с этим в ци�
топлазме всех клеток Metazoa имеется сигналь�
ный пул, центральным звеном которого являет�
ся HIF – фактор, индуцированный гипоксией
[81]. В этом пуле следует искать еще один кле�
точный сенсор на кислород.

История открытия и исследования HIF�пула
кратко изложена в работе Szewczak [82]. Много�
летнее изучение регуляторной роли эритропоэ�
тина (Epo) привело к открытию кодирующего
его гена [83], а вслед за этим активируемого ги�
поксией фактора HIF цитоплазматической ло�
кализации, запускающего транскрипцию этого
гена [2]. Последующий анализ показал, что HIF
запускает массивный транскрипционный кас�
кад генов в клетках млекопитающих в ответ на
уменьшение доставки кислорода [3, 84].

Состав, структура и функционирование
HIFs обсуждаются в многочисленных обзорах
[85–87]. Схематически эти данные представле�
ны на рис. 3.

При нормоксии напряжение кислорода в
цитоплазме клетки находится в пределах 20–
7 торр (рис. 3, а). В таких условиях резидентно
присутствующие в клетках молекулы HIF под�
вергаются протеосомальной деградации. На
первом этапе катаболизма HIF на него, в свою
очередь, действует молекулярный фактор FIH
(фактор ингибирования HIF). Он отщепляет от
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HIF аспарагиновый фрагмент. Реакция идет в
присутствии достаточного количества кислоро�
да, 2�оксоглутарата, ионов двухвалентного же�
леза и аскорбиновой кислоты [87].

Наряду с этим на начальном этапе протеоли�
за молекул HIF вступает в действие пролилгид�
роксилаза, которая присоединяет к двум моле�
кулам пролина в α�субъединице ОН�группы. В
результате образуется диоксид углерода и янтар�
ная кислота [88]. На следующем этапе деграда�
ции HIF�α под влиянием белка супрессии опу�

холи фон Хиппел–Линдау и при участи убикви�
тина попадает в протеасомы, где подвергается
окончательной фрагментации [80, 84].

На исходном этапе развития внутриклеточ�
ной мягкой гипоксии при умеренном снижении
напряжения кислорода в цитоплазме катабо�
лизм HIF изменяется (рис. 3, б). Выпадает звено
с участием пролилгидроксилазы. Полученные
промежуточные продукты HIF�α и HIF�β не до�
ходят до протеасом, и окончательный цикл про�
теолиза не получает завершения [84, 87].
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Рис. 3. Схема цитоплазматического кислород�чувствительного пула метаболитов с участием HIF: нормоксия (а), мягкая
гипоксия (б) и жесткая гипоксия (в); 2�OG – 2�оксиглутарат; Asc – аскорбиновая кислота; FIH – фактор, ингибирующий
HIF; PHD – домен пролилгидроксилазы; Succ – янтарная кислота; pVHL – белок супрессии опухоли фон Хиппел–Лин�
дау; Ubi – убиквитин; P300/CBP – коактиватор транскрипции
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Метаболизм с участием HIF на фоне тяжелой
гипоксии представлен на рис. 3, в. В условиях не�
достатка кислорода начальные этапы протеолиза
с участием FIH и PHD становятся невозможны�
ми. Более жесткая гипоксия ингибирует гидрок�
силирование аспарагинового фрагмента HIF.
HIF�α и HIF�β в этом случае способны совмест�
но с коактиватором транскрипции P300/CBP
включать процессы транскрипции генов�мише�
ней, чья компетенция относится к участию в пре�
одолении кислородного дефицита [80, 84, 85].

По последним оценкам массивный тран�
скрипционный каскад, инициируемый HIF, мо�
жет затрагивать до 1500 генов [84, 89, 90]. Ско�
рость реагирования клеток на гипоксию с во�
влечением метаболического HIF�пула не высо�
ка. Самые ранние результаты активирования ге�
нома в ответ на внутриклеточный недостаток
кислорода проявляются через час [91]. Пик
экспрессии генов в условиях хронической внут�
риклеточной гипоксии наступает через 24 ч [80].
Нокаутированные по HIF мыши погибают на
10�й день эмбрионального развития, что свиде�
тельствует о востребованности этого механизма
регулирования кислородного гомеостаза клеток
уже на пренатальном этапе [92].

Анализ изменений метаболизма клеток
Metazoa в ответ на уменьшение концентрации
кислорода показывает наличие кластера из двух
сотен кислород�чувствительных белков, запускаю�
щих каскады посттрансляционной модификации
других белков. Гидроксилазы – один из важней�
ших элементов этого кластера. Среди них выде�
ляют пролилгидроксилазы, которые гидроксили�
руют пролин в белковых молекулах [81, 93].

Домен PHD, ассоциированный с трансляци�
ей молекул HIF в цитоплазме клеток, в условиях
клеточной нормоксии постоянно гидроксилиру�
ет пролин α�субъединицы этой гетеродимерной
молекулы. Гидроксилирование осуществляется
сначала в позиции Р564, а затем в Р402, что при�
водит к кислород�зависимой деградации HIF�1α
[91, 94]. Таким образом, PHD является ближай�
шим (проксимальным) регулятором активности
HIF [9]. Это заставляет нас считать цитоплазма�
тическим сенсором на кислород не HIF, а HIF�
гидроксилазы, в том числе PHD [93, 95].

Центральным звеном сигнального пула с
участием HIF является семейство индуцирован�
ных гипоксией транскрипционных факторов
(HIFs). Этот фактор представляет собой гетероди�
мерный молекулярный конструкт, состоящий из
кислород�чувствительных субъединиц HIF�α и
конститутивных субъединиц HIF�β [4, 96]. У выс�
ших многоклеточных встречаются три вариации
HIF�α субъединиц: HIF�1α, HIF�2α и HIF�3α.
Первый экспрессируется во многих, если не всех

клетках млекопитающих, а HIF�2α и HIF�3α
присутствуют в некоторых видах эндотелия и со�
единительной ткани [80, 85, 97]. Кроме кислоро�
да на метаболиты HIF�пула действуют АФК, ок�
сид азота, HSP90 и другие молекулы, обладаю�
щие сигнальным потенциалом [6, 10]. Рассмот�
рим детали этих регуляторных процессов.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ОСНОВНЫХ
МЕХАНИЗМОВ КИСЛОРОДНОЙ
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ КЛЕТКИ

Митохондриальные, мембранные и цито�
плазматические механизмы обеспечения кисло�
родного гомеостаза клетки, являясь активными
участниками целлюлярного метаболизма, не
могут быть свободными от взаимного влияния
друг на друга [49, 54]. К 2008 году Ward [54] раз�
личал три возможных механизма влияния кис�
лород�чувствительных процессов в митохон�
дриях на пластический и энергетический кле�
точный метаболизм. За прошедшие годы сложи�
лось мнение, что основное влияние митохон�
дрий на цитоплазматические и мембранные ме�
ханизмы кислородной чувствительности клетки
осуществляется главным образом через актив�
ные формы кислорода [4, 6, 8, 39].

Метаболический пул цитоплазматических
процессов, в которых мастером�регулятором яв�
ляется HIF, представлен на рис. 1 и 3. Активные
формы кислорода (Н2О2) выходят из митохон�
дрий (комплекс III), диффундируют в цитозоле
и оказывают супрессирующее влияние на актив�
ность фермента пролилгидроксилаза 2 [41, 42].
На фоне развивающейся гипоксии этот процесс
усиливается. Как следствие, прекращается де�
градация HIF. В этом случае разновидности мо�
лекул индуцированного гипоксией фактора пе�
ремещаются в ядро клетки, испытывающей не�
достаток кислорода. Запускается транскрипция
семейства «гипоксических» генов и формирует�
ся клеточный гипоксический ответ [43]. Такого
рода механизм не может быть быстрым. Следо�
вательно, реакция на гипоксию при участии
HIF�пула оказывается эффективной в случае
хронического недостатка кислорода.

Наряду с этим имеет место влияние HIF�пу�
ла на процессы окислительного фосфорилиро�
вания в митохондриях [80, 98]. Транскрипция
гена, кодирующего киназу пируватдегидрогена�
зы, запускается под влиянием HIF. Эта киназа
фосфорилирует субъединицу пируватдегидроге�
назы Е1α, тем самым инактивируя этот фермент�
ный комплекс, который конвертирует пируват в
ацетил�коэнзим А. Под влиянием HIF это про�
исходит как за счет депривации по глюкозе, так
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и путем ограничения использования жирных
кислот. В последнем случае HIF�1 индуцирует
транскрипцию микроРНК miR210, которая, в
свою очередь, уменьшает экспрессию железо�
серосодержащих каркасных белков ISCU1/2.
Как следствие, происходит ингибирование ак�
тивности цикла трикарбоновых кислот, сниже�
ние интенсивности окислительного фосфори�
лирования и редукция потребления кислорода
митохондриями [99, 100]. Таким образом, HIF
на фоне развития гипоксии в соответствии с
принципом обратной связи оказывает влияние
на источник внутриклеточных АФК.

Антиоксидантный потенциал клеток также
находится под влиянием HIF�пула. В условиях
гипоксии HIF�1 и HIF�2 активируют тран�
скрипцию соответствующих генов, что ведет к
запуску в митохондриях процессов дополни�
тельного синтеза глутатиона – базового компо�
нента антиоксидантной системы [101].

Следовательно, HIF�пул и митохондриаль�
ный метаболизм клетки сопряжены системой
обратных связей, обеспечивающих сохранение в
определенных пределах ее кислородного гомео�
стазиса. На сегодняшний день известны два
контура обратной связи (прооксидантный и ан�
тиоксидантный) между митохондриальными и
HIF�пулами клетки, которые балансируют их
взаимное влияние. Схематически это представ�
лено на рис. 4.

Взаимодействия митохондриального мета�
болического пула и мембранно�агрегированных
механизмов кислородного гомеостаза клетки
исследованы в меньшей степени [4, 52, 102]. В
условиях быстро развивающейся гипоксии
комплекс I в цепи ферментов окислительного
фосфорилирования увеличивает продукцию
АФК (О2·–) [4, 103]. Активные формы кислоро�
да, в свою очередь, ингибируют проводимость
кальциевых каналов, расположенных на плаз�
матической мембране клетки [4]. Повышение
концентрации АФК вблизи внутренней поверх�
ности плазматической мембраны блокирует
проводимость ионов калия через TASK каналы
[54]. Эта же причина ведет к закрытию кальций�
зависимых калиевых каналов высокой проводи�
мости [6]. Таким образом, можно считать дока�
занным, что АФК в условиях быстро развиваю�
щейся гипоксии оказывают тормозное влияние
на проводимость кальциевых и калиевых кана�
лов, расположенных поблизости от ассоцииро�
ванных с этими каналами митохондрий [102,
103]. Следовательно, побочные прооксидант�
ные продукты метаболизма митохондрий на фо�
не гипоксии способствуют деполяризации клет�
ки за счет ингибирования нескольких семейств
калиевых каналов (рис. 4).

Детальные изменения в мембранно�связан�
ных микродоменах, объединяющих каналы и
митохондрии, интенсивно исследуются в насто�
ящее время. Не меньший интерес специалистов
вызывают взаимодействия чувствительных к не�
достатку кислорода мембранных механизмов и
HIF�пула цитоплазмы клетки.

Количество экспериментальных исследова�
ний взаимного обмена сигналами между кисло�
род�чувствительными каналами плазматичес�
кой мембраны клетки и HIF�пулом невелико.
Нам не удалось найти ни одного обзора на эту
тему. В 2006 году Tajima et al. [104] привели дока�
зательства влияния HIF�пула клеток культуры
меланомы человека в ходе длительной гипоксии
на увеличение проводимости кальций�зависи�
мых калиевых каналов (KCa). Это происходило
под действием избыточной экспрессии HIF�1α
в ответ на недостаток кислорода в среде культи�
вирования. Позднее аналогичный эффект был
получен на культурах гладкомышечных клеток
легочной артерии крыс для семейства потенци�
ал�зависимых калиевых каналов (Кv) [105] и
WEHI�231B клеток мыши для TASK�2 калиевых
каналов [106].

Имеются отдельные сведения о том, что в ус�
ловиях продолжительной гипоксии молекулы
HIF�2α осуществляют репрессию генов, ответ�
ственных за синтез β1 субъединицы BKCa [107].

В последние годы появились данные о пря�
мом влиянии пролилгидроксилаз из HIF�пула
на катионные каналы семейства TRP (TRPA1 и
TRPV3). В условиях нормоксии пролилгидрок�
силазы не только направляют HIF на путь про�
теосомальной деградации, но и ингибируют ак�
тивность TRPA1. При снижении напряжения
кислорода в цитоплазме это ингибирование ос�
лабевает, и в условиях гипоксии происходит его
отмена [108, 109].

Полученные данные свидетельствуют о про�
тивоположных тенденциях (активирующих и
тормозящих) влияния HIF�пула клетки на
мембранно�связанные механизмы регулирова�
ния клеточного кислородного гомеостаза. Для
прояснения приоритетов данного механизма
регуляции требуются дальнейшие исследова�
ния [110].

Данных об ответном влиянии кислород�
чувствительных калиевых каналов плазматичес�
кой мембраны клеток на HIF�пул найти не уда�
лось. Отсутствие таких данных можно объяс�
нить колоссальной разницей в скорости реаги�
рования ионных каналов (несколько секунд) и
метаболизма HIF�пула (десятки минут) на ги�
поксический стимул. В этом случае медленные
процессы могут оказывать эффективное влия�
ние на быстрые, но не наоборот.
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Таким образом, оба основных механизма ре�
гулирования кислородного гомеостазиса клетки
(цитоплазматический и мембранный) в купе с
модулирующим влиянием митохондриального
метаболизма на фоне действия гипоксических

стимулов различной модальности тесно взаи�
мосвязаны и дополняют друг друга.

Приведенные в обзоре данные позволяют
сделать вывод, что клетки Metazoa обладают
несколькими способами определения содержа�
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Рис. 4. Сигнальные отношения между метаболическим пулом митохондрий, цитоплазматическим HIF�пулом и около�
мембранными механизмами кислородной чувствительности клетки: АФК – активные формы кислорода; I – комплекс I
в цепи ферментов окислительного фосфорилирования; III – комплекс III в цепи ферментов окислительного фосфорили�
рования; PHD2 – домен пролилгидроксилазы 2
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ВЁТОШ

ния кислорода в клеточном объеме. На фоне
быстроразвивающейся гипоксии детекцию не�
достатка кислорода осуществляет околомем�
бранный пул калиевых каналов с ассоциирован�
ными белками. В условиях хронической гипоксии
клеточным ответом на уменьшение концентра�
ции кислорода управляет метаболический пул,
мастером�регулятором в котором является HIF.
Влияние митохондриального метаболизма на
эти два полюса кислородно�сенсорной актив�
ности ограничиваются модуляцией через АФК.
Следует особо отметить, что вышеперечислен�
ные внутриклеточные механизмы вполне ус�
пешно реализуют реакции клеток на недостаток
кислорода. Избыточные по отношению к норме
концентрации окислителя, очевидно, могут так�

же встречаться внутри клеток при экспонирова�
нии организма в условиях гипероксии, но их
влияние реализуется пока еще недостаточно
изученными способами [111–113].
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Based on the analysis of literature data, molecular mechanisms for oxygen sensing in various compartments of animal
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in cell sensitivity toward a decrease in oxygen content is discussed. Interrelationship of the operational and chronic
intracellular mechanisms of perception of negative gradients of molecular oxygen concentration, as well as their rela�
tionship with cell response to oxidative stress, is revealed.

Keywords: mitochondria, potassium membrane channels, HIF



64

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  1,  с.  64  –  79

УДК 577.218

Центр теоретических проблем физико�химической фармакологии РАН,
119991 Москва, Россия; электронная почта: kyril.turpaev@yahoo.com

Поступила в редакцию 11.05.2019
После доработки 02.08.2019

Принята к публикации 07.10.2019

KLF2 входит в семейство Krüppel�подобных факторов транскрипции из обширной группы ДНК�связываю�
щих белков с консервативными доменами, известными как цинковые пальцы. KLF2 участвует в дифферен�
цировке и регуляции функциональной активности моноцитов и T�лимфоцитов, адипоцитов и клеток сосу�
дистого эндотелия. Активность KLF2 контролирует несколько регуляторных систем: MAP�киназный кас�
кад MEKK2,3/MEK5/ERK5/MEF2, G�белки семейства Rho, гистонацетилтрансферазы CBP и p300 и гис�
тондеацетилазы HDAC 4 и HDAC 5. Активация KLF2 в эндотелиальных клетках вызывает индукцию eNOS
и имеет вазодилатационный эффект. Действие многих зависимых от KLF2 генов направлено на подавление
коагуляции крови, агрегации T�клеток и макрофагов с сосудистым эндотелием, что препятствует развитию
атеросклероза. Активация KLF2 оказывает двоякое воздействие на спектр экспрессируемых генов. KLF2
индуцирует значительное число генов и подавляет транскрипцию генов зависимых от NF�κB. Транскрип�
ционные факторы KLF2 и NF�κB проявляют себя как взаимные антагонисты. KLF2 снижает активность
NF�κB, тогда как NF�κB подавляет транскрипцию гена KLF2. Зависимое от KLF2 подавление экспрессии
контролируемых NF�κB генов ослабляет ответ клеток на про�воспалительные цитокины IL�1β и TNFα и
развитие воспалительных процессов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: KLF2, цинковые пальцы, регуляция транскрипции, про�воспалительные цитокины,
эндотелий.
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ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ФАКТОР KLF2 И ЕГО РОЛЬ
В РЕГУЛЯЦИИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ
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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ФАКТОРОВ
СЕМЕЙСТВА KLF

Транскрипционные факторы KLF (Krüppel�
like factors) названы так по структурной близос�
ти ДНК�связывающих доменов с аналогичным
доменом обнаруженного ранее у дрозофилы ге�

на Krüppel, который контролирует сегментацию
эмбриона, и мутации по этому гену вызывают
значительные морфологические нарушения и
летальны (нем. Krüppel, калека) [1]. Факторы
семейства KLF имеются у всех многоклеточных
животных и контролируют широкий спектр
внутриклеточных процессов. Первый из этих
факторов, обозначенный как EKLF (впослед�
ствии KLF1), был обнаружен в эритроидных
клетках в 1993 г. К настоящему времени установ�
лено 17 членов семейства KLF. Для факторов
KLF характерно наличие консервативных
C�концевых доменов (~80 аминокислот), изве�
стных как цинковые пальцы. Подобные струк�
туры содержат транскрипционные факторы
родственных KLF семейств Sp (1–9) (Specificity
Proteins) и EGR (1–4) (Early Growth Response),
WT1 (Wilms Tumor Protein 1), YY1 (yin yang 1),
CTCF и ряд других белков [2, 3]. Факторы KLF
и Sp распознают близкие или одинаковые по
структуре GC�богатые нуклеотидные последо�
вательности и, по�видимому, могут конкуриро�
вать за связывание с промоторами зависимых

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AMPK – AMP�зависимая
протеинкиназа; CaMK – кальций�кальмодулин�зависимая
протеинкиназа; eNOS – эндотелиальная синтаза оксида
азота; ERK5 – активируемая внеклеточными сигналами
протеинкиназа 5 (extracellular signal�regulated kinase 5);
HDAC – гистондеацетилаза; HO�1 – гемоксигеназа 1;
ICAM�1 – молекула межклеточной адгезии 1 типа (inter�cel�
lular adhesion molecule 1); KLF – Krüppel�подобный тран�
скрипционный фактор (Krüppel�like factor); MAP – активи�
руемый митогенами белок (mitogen�activated protein);
MEF2 – миоцитарный энхансерный фактор 2 (myocyte
enhancer factor 2); MEK5 – киназа MAP�киназ 5 (MAP kinase
kinase 5); MEKK – киназа киназ MAP�киназ (MAP kinase
kinase kinase); PECAM�1 – молекула адгезии тромбоцитов и
эндотелиальных клеток 1 (platelet/endothelial cell adhesion
molecule 1); VCAM�1 – молекула адгезии клеток эндотелия
сосудов 1 (vascular cell adhesion molecule 1); VEGF – фактор
роста эндотелия сосудов; VEGFR – рецептор VEGF.
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генов [3, 4]. Все белки, входящие в семейства
KLF и Sp, содержат по три цинковых пальца,
каждый из которых состоит из 21–23 аминокис�
лот. Цинковые пальцы факторов KLF и Sp име�
ют следующую структуру: CysX4CysX12HisX3His
(X – любая аминокислота). Сходство аминокис�
лотных последовательностей ДНК�связываю�
щего домена Sp1�подобных факторов и факто�
ров семейства KLF составляет >65% [3, 5]. Ами�
нокислотные остатки цинковых пальцев образу�
ют α�спиральную структуру, которая стабилизи�
рована координационными связями ионов Zn2+.
Между пальцами расположены вставки из 7
аминокислот с высоко консервативной структу�
рой TGEKP(Y/F)X. При связывании с ДНК три
аминокислоты (–1, +3 и +6 по нумерации
α�спирали) каждого из цинковых пальцев всту�
пают в контакт с тремя последовательно распо�
ложенными нуклеотидными парами. Амино�
кислоты +2 и +6 соседних α�спиральных струк�
тур взаимодействуют с нуклеотидами одной па�
ры, и тем самым 12 аминокислот ДНК�связываю�
щего домена образуют контакты с 10 нуклеотид�
ными парами (рис. 1) [5]. Эти аминокислоты
определяют избирательность взаимодействия
разных представителей семейства KLF со свои�
ми участками связывания на ДНК. Контролиру�
емые факторами KLF регуляторные последова�
тельности сформированы фрагментами ДНК в
двух основных вариантах: CACCC или CCCAC
(GT�box) и CGCCC или CCCGC (GC�box). По�
видимому, факторы семейства KLF конкуриру�
ют между собой за связывание с одинаковыми
регуляторными последовательностями, однако
этот вопрос недостаточно исследован [3, 4, 6–8].
Наряду с ДНК�связывающим доменом факторы
KLF содержат консервативную аминокислот�
ную последовательность, обеспечивающую
ядерную локализацию этих белков. У разных
факторов KLF такие структуры расположены
либо между цинковыми пальцами, либо примы�
кают к N�концевому цинковому пальцу (как,
например, у KLF2 и KLF4) [6].

Факторы KLF сильно различаются по N�
концевым аминокислотным последовательнос�
тям, которые отвечают за взаимодействие с дру�
гими белками и предопределяют функциональ�
ные различия между разными факторами KLF
[6, 8]. Некоторые факторы KLF участвуют в ре�
гуляции одних и тех же внутриклеточных про�
цессов, при этом оказывая на них противопо�
ложное воздействие. Например, в жировой тка�
ни KLF2, KLF3 и KLF7 подавляют дифферен�
цировку преадипоцитов в зрелые адипоциты,
тогда как KLF4, KLF5, KLF6 и KLF15 стимули�
руют этот процесс, что может быть связано с ак�
тивацией экспрессии фактора PPARγ [6, 9]. В

эритроидных клетках KLF2, KLF5 и KLF15 ин�
дуцируют, тогда как KLF8 подавляет экспрес�
сию γ�глобина [10]. По своим функциональным
характеристикам, которые коррелируют со
структурными различиями, факторы KLF мож�
но разделить на три основные группы. В 1�ю
группу входят факторы KLF3, KLF8 и KLF12; их
действие направлено исключительно на подав�
ление транскрипции. Во 2�ю группу – KLF1,
KLF2 и KLF4–KLF7; они активируют тран�
скрипцию зависимых генов. В 3�ю группу входят
KLF9–KLF11, KLF13, KLF14 и KLF16; они
способны как активировать, так и подавлять
транскрипцию зависимых генов (рис. 2) [3]. Ха�
рактер действия KLF15 и KLF17 остается невы�
ясненным. Транскрипционный эффект KLF 3�й
группы зависит от структуры промоторных об�
ластей контролируемых ими генов и от типа
клеток. Так, например, KLF13 подавляет
CYP1A1 (цитохром P450) в клетках CHO, но ак�
тивирует транскрипцию гена CCL5 (цитокин
RANTES) в T�клетках [11, 12]. Экспрессия фак�
торов KLF происходит во всех (KLF6–KLF11 и
KLF13–KLF16) или во многих тканях [3, 7]. Ге�
нетическая инактивация факторов KLF1–
KLF7 летальна уже на ранних стадиях эмбриоге�
неза или в раннем постнатальном периоде [3].

Зависимая от ряда KLF 2�й и 3�й групп
(KLF1, KLF2, KLF4, KLF5, KLF6, KLF11,
KLF13) активация транскрипции сопряжена с
образованием комплексов этих факторов с гис�
тонацетилтрансферазами CBP, p300 и PCAF. Для
активации KLF необходимо их ацетилирование.
У KLF1 за связывание с кофакторами CBP, p300
и PCAF отвечают домены, обозначаемые как
EKLFTAD (1 и 2), которые содержат консерва�
тивную последовательность ΦDXΦΦ (Φ – гид�
рофобные аминокислоты). Эти домены также
участвуют в связывании KLF1 с общим факто�
ром транскрипции TFIIH, который входит в
состав большого РНК�полимеразного комплек�
са [13, 14].

Подавление транскрипции под действием
KLF обусловлено связыванием деацетилаз.
Факторы KLF3, KLF8 и KLF12, будучи связан�
ными с ДНК, образуют многокомпонентные
комплексы с транскрипционными корепрессо�
рами CtBP1 или CtBP2 (C�terminal Binding
Protein, что указывает на связывание CtBP с C�
концевым участком аденовирусного белка E1A).
Связывание происходит через N�концевые до�
мены факторов KLF, содержащие консерватив�
ную аминокислотную последовательность
PXDLS. За исключением этого фрагмента меж�
ду N�концевыми доменами перечисленных фак�
торов нет заметных гомологий. Обусловленное
CtBP подавление транскрипции основано на
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Рис. 1. Структура фактора KLF2 и схема его контактов с регуляторной последовательностью ДНК. а – Примерное распо�
ложение функциональных доменов на полипептидной цепи KLF2. Показаны расположенные тандемом три C�концевые
цинковые пальца, каждый из которых связывает один ион Zn2+. Аналогичную структуру имеют родственные KLF2 фак�
торы KLF1 и KLF4. б – Примерная структура второго цинкового пальца. Аминокислотные остатки, которые образуют
контакты с нуклеотидами участка связывания ДНК, выделены черным цветом и перенумерованы по своему положению
в α�спиральной структуре. Для KLF2 и всех транскрипционных факторов семейства KLF – это Arg (–1), Asp (+2), Glu
(+3) и Arg (+6). Обозначены консервативные для всех KLF аминокислоты. в – Взаимодействие α�спиральных структур,
образуемых цинковыми пальцами, с ДНК. Приведена нумерация аминокислотных остатков, которые вступают в контакт
с ДНК. Аминокислота в позиции +2 вступает в контакт с нуклеотидом, комплементарным тому, с которым связывается
аминокислота +6 соседнего цинкового пальца. Отмечены нуклеотидны,образующие участок связывания KLF2 (10 нуклео�
тидных пар). Заштрихованными кружками помечены нуклеотиды, вступающие в контакт с аминокислотами 2�го цинко�
вого пальца. Сокращение: NLS – сигнал ядерной локализации
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последующем формировании многокомпонент�
ного комплекса с Zn2+�зависимыми гистондеа�
цетилазами HDAC4 и HDAC5 (подгруппа IIa).
Под действием HDAC происходит изменение
баланса между ацетилированными и неацетили�
рованными гистонами и другими ДНК�связы�
вающими белками, что меняет структуру хрома�
тина и влияет на транскрипцию генов [15]. Ин�
гибирование транскрипции факторами KLF 3�й
группы (KLF9, KLF10, KLF11, KLF13, KLF14 и
KLF16) основано на связывании адаптерного
белка Sin3A и последующим присоединением
HDAC. Связывание адаптерного Sin3A с KLF
происходит по консервативному участку SID [4,
8]. HDAC также деацетилируют негистоновые
белки, в частности транскрипционные факторы
p65/NF�κB и p53, что приводит к снижению их
активности [16].

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ФАКТОРА
KLF2. ГОМОЛОГИЯ KLF2 И KLF4

KLF2 был обнаружен в 1995 г. в геноме мыши
при поиске генов, имеющих цинк�связывающие
домены, гомологичные имеющемуся в обнару�
женном ранее гене KLF1. Самый высокий уро�
вень экспрессии KLF2 был выявлен в легочной
ткани, и поэтому его первоначальное обозначе�
ние – LKLF (Lung KLF) [17]. Экспрессия KLF2

также происходит в селезенке, сердце, тимусе,
жировой ткани, скелетных мышцах, сосудистом
эндотелии, клетках миелоидного и лимфоидно�
го ряда. KLF2 участвует в клеточной дифферен�
цировке и регуляторных процессах в иммунной
и кровеносной системах легочной и жировой
тканей [18, 19]. Фактор KLF2, наряду с KLF4 и
KLF5, имеет значение для поддержания эмбрио�
нальных клеток в состоянии плюрипотентности.
Гиперэкспрессия этих факторов способствует
перепрограммированию дифференцированных
клеток в плюрипотентные. KLF4 входит в число
факторов Яманаки, которые критически необхо�
димы для генерации индуцированных стволовых
клеток. OCT4, один из факторов Яманаки, конт�
ролирует экспрессию KLF2 [6, 20, 21].

Фактор KLF4 из всех представителей семей�
ства KLF наиболее близок структурно и функ�
ционально с KLF2. Экспрессия фактора KLF4
имеет близкую тканевую специфичность с KLF2
и характерна для эндотелия сосудов, лимфоид�
ных клеток, эпителиальных клеток кожи, ки�
шечника, почек и легких [20, 22]. Основные ак�
тиваторы гена KLF2 (гидродинамическое сопро�
тивление, статины, ресвератрол – см. ниже)
также индуцируют ген KLF4. В клетках сосудис�
того эндотелия KLF2 и KLF4 стимулируют
экспрессию эндотелиальной синтазы окиси азо�
та (eNOS), тромбомодулина (THBD) и гемокси�
геназы 1 (HO�1) [18, 23]. KLF2 и KLF4 связыва�

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  1  2020 5*

67

Рис. 2. Классификация факторов KLF. Входящие в семейство KLF транскрипционные факторы распределены по трем
группам: 1�я группа) – KLF, содержащие участок связывания с адаптерными белками CtBP, участвующий в дальнейшем
формировании комплекса с HDAC; 2�я группа) – KLF, взаимодействующие с гистонацетилтрансферазами CBP и p300;
3�я группа) – KLF, содержащие участок связывания с Sin3A, который также образует комплекс с HDAC. Два фактора KLF
3�й группы (KLF11 и KLF13) также могут взаимодействовать с CBP и p300
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ются с участками ДНК, содержащими последо�
вательности типа CACCC [18]. Наряду с ДНК�
связывающим KLF2 содержит активирующий
транскрипцию N�концевой домен (аминокис�
лотные остатки 1–110) (рис. 1). Также KLF2 со�
держит ингибиторный домен (остатки 111–267),
по которому происходит присоединение убик�
витинлигаз WWP1 и FBW7, что приводит к про�
теолитической деградации KLF2 [24, 25].

УСЛОВИЯ АКТИВАЦИИ
И МОЛЕКУЛЯРНЫЙ МЕХАНИЗМ
РЕГУЛЯЦИИ ЭКСПРЕССИИ KLF2

Регуляция фактора KLF2 основана, прежде
всего, на изменении его экспрессии. Промотор�
ная область гена KLF2 обогащена нуклеотидны�
ми парами GC и содержит несколько участков
связывания факторов транскрипции EGR1, Sp1
и семейства KLF. В клетках эндотелия решающее
значение для экспрессии гена KLF2 имеет учас�
ток промоторной последовательности –141/–103
от начала транскрипции [26]. Этот фрагмент
ДНК связывает транскрипционный фактор
MEF2 (миоцитарный энхансерный фактор 2,
myocyte enhancer factor 2). Обобщенная структура
участка связывания MEF2: YTA(A/T)4TAR. Ак�
тивность MEF2 контролирует митоген�активи�
руемая протеинкиназа ERK5 (синонимы –
BMK1, Big MAP Kinase) [27]. ERK5 и контроли�
рующие ее протеинкиназы образуют четвертый,
и если сравнивать с ERK1/2, JNK и p38, менее
изученный MAP�киназный каскад. Фосфори�
лирование (по остаткам Thr218 и Tyr220) и акти�
вацию ERK5 осуществляет двойная треонин�ти�
розиновая киназа MEK5 (синоним – MAP2K5).
Известны две изоформы MEK5, которые обра�
зуются при альтернативном сплайсинге. В свою
очередь, активность MEK5 контролируют двой�
ные серин�треониновые киназы MEKK2 и
MEKK3 (синонимы – MAP3K2 и MAP3K3 соот�
ветственно), которые фосфорилируют MEK5 по
аминокислотным остаткам Ser311 и Thr315
(рис. 3, а) [27, 28]. Наряду с MEF2 субстратами
ERK5 служат регуляторные белки Sap1, c�Fos и
c�Myc. После активации ERK5 производит фос�
форилирование собственной полипептидной
цепи по Thr732 и нескольким C�концевым ос�
таткам серина. В результате происходит высво�
бождение ERK5 из комплекса с HSP90 и пере�
мещение в клеточное ядро. Фосфорилирование
ERK5 по остатку Thr732 также производит зави�
симая от ростовых факторов MAP киназа
ERK1/2 [28, 29].

Наиболее полно молекулярный механизм
индукции транскрипции гена KLF2 исследован

в клетках сосудистого эндотелия, где он проис�
ходит под действием гидродинамических фак�
торов. Основные функции эндотелия состоят в
формировании барьера между кровью и тканя�
ми, регуляции тонуса сосудов, мобилизации
клеток иммунной системы, контроле процессов
свертывания крови и ангиогенеза. KLF2 участ�
вует во всех этих процессах. Выстилая стенки
кровеносных сосудов, клетки эндотелия не об�
разуют на них идеально ровную поверхность.
При длине 20–150 мкм вблизи ядра их толщина
составляет 3–5 мкм и на периферии – <1 мкм.
Люминальная мембрана клеток эндотелия фор�
мирует гликокаликс, характерную ультраструк�
туру, состоящую из гликопротеинов и гликоли�
пидов. Между током крови и эндотелием проис�
ходит механическое взаимодействие трех основ�
ных видов: гидродинамическое сопротивление
стенок сосуда движению крови (также извест�
ное как напряжение сдвига, shear stress), гидро�
статическое давление крови и связанная с ним
сила растяжения кровеносных сосудов
(рис. 4, а) [18, 30–32]. При ламинарном тече�
нии, когда все слои потока крови перемещают�
ся параллельно стенкам сосудов, сила гидроди�
намического сопротивления пропорциональна
скорости кровотока и обратно пропорциональ�
на R4 (формула Пуазейля; R – радиус кровенос�
ного сосуда). Сила гидродинамического сопро�
тивления наиболее велика в небольших артерио�
лах (10–70 дин/см2) и менее всего выражена в
крупных венах (~1 дин/см2). Сила растяжения
стенок сосудов или тангенциального напряже�
ния пропорциональна гидростатическому дав�
лению и обратно пропорциональна R (формула
Лапласа). После сердечного сокращения сила
растяжения превышает 104 дин/см2 и превосхо�
дит гидродинамическое сопротивление более
чем в 100 раз. Турбулентное течение, при кото�
ром поток крови перемещается не только парал�
лельно стенкам сосудов, но и в других направле�
ниях, происходит при сужении артерий, их из�
гибах, ветвлении, а также при патологических
процессах (рис. 4, б) [32–35]. В клетках эндоте�
лия индукция гена KLF2 происходит при лами�
нарном течении крови и, соответственно, высо�
ких значениях напряжения сдвига. В модельных
экспериментах на клетках HUVEC показано,
что пульсирующий ламинарный поток, в боль�
шей степени воспроизводящий физиологичес�
кие условия, вызывает больший рост уровня
KLF2, чем стационарный поток [30, 32, 34].

В клетках эндотелия рецепцию гидродина�
мического сопротивления и трансформацию
механического сигнала в биохимический осу�
ществляет целый ряд регуляторных систем и
клеточных компонентов. К ним относятся ион�
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Рис. 3. Молекулярный механизм регуляции KLF2 в клетках сосудистого эндотелия. а – Общая схема регуляции KLF2 в эн�
дотелиальных клетках: активация при ламинарном и подавление при турбулентном токах крови. Экспрессию гена KLF2 ак�
тивирует транскрипционный фактор MEF2. Транскрипцию гена KLF2 подавляют сигнальные системы RhoA и NF�κB. Ак�
тивация NF�κB происходит при турбулентном токе крови и под действием про�воспалительных цитокинов. Ингибирую�
щее действие NF�κB на транскрипцию гена KLF2 обусловлено HDAC 4 и 5. Показанное на рисунке расположение механо�
рецепторов на люминальной стороне эндотелия достаточно условно. б – Механосенсоры и сигнальные системы, актива�
ция которых происходит при ламинарном токе крови. Быстрый и кратковременный ответ на напряжение сдвига состоит в
последовательном открывании K+ и Cl– ионных каналов, повышении внутриклеточного Ca2+, активации eNOS и зависи�
мом от NO расслаблении гладкомышечных клеток. Также рост концентрации Ca2+ вызывает активацию Ca2+�зависимых
протеинкиназ CaMKKβ и CaMK и контролируемой ими AMPK. Долговременный ответ опосредован изменением конфор�
мации мембранных белков PECAM�1 и VE�кадгерина (VE�Cadh), фосфорилировании PECAM�1 и рецепторов VEGFR2/3
и активации сигнальных систем Src и PI3K/Akt. Рисунок не отображает реальную морфологию клеток эндотелия
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ные каналы, интегрины, G�белки, рецепторы
VEGF (фактор роста эндотелия сосудов) –
VEFGR2 и VEFGR3, белки клеточной адгезии –
VE�кадгерин и иммуноглобулин�подобный бе�

лок PECAM�1 (platelet/endothelial cell adhesion
molecule 1) [36]. Ранний ответ клеток на возрас�
тание гидродинамического сопротивления со�
стоит в обусловленной открытием K+ каналов
гиперполяризации мембран, которая вызывает
открытие плазматических Ca2+ каналов. Впослед�
ствии мембранный потенциал выравнивается
открытием Cl– каналов. По�видимому, ионные
каналы обеспечивают быструю и кратковремен�
ную реакцию клеток на изменения гидродина�
мического сопротивления, сила которого перио�
дически меняется из�за пульсирующего харак�
тера тока крови. Рост концентрации внутрикле�
точного Ca2+ активирует eNOS и стимулирует
образование оксида азота и вызывает последую�
щее расширение кровеносных сосудов [37, 38].

Из всех механосенсорных комплеков, участ�
вующих в реализации долговременного ответа
клеток на высокое гидродинамическое сопро�
тивление, наиболее полно изучена многокомпо�
нентная система, в которую входят трансмем�
бранные белки PECAM�1, VE�кадгерин и
VEGFR2/3, локализованные в зоне контактов
между эндотелиальными клетками [36]. Под
действием силы трения крови о стенки сосудов
происходит изменение морфологии клеток эн�
дотелия и механической нагрузки на PECAM�1
и VE�кадгерин (рис. 3, б и 4, в). При этом проис�
ходит ослабление нагрузки на VE�кадгерин и
усиление – на PECAM�1. Последующее измене�
ние конформации PECAM�1 способствует обра�
зованию контакта между ним и виментином,
белком, участвующим в построении цитоскеле�
та, а также образование комплекса VE�кадгери�
на с VEGFR2/3. Далее происходит активация
одной из тирозиновых киназ семейства src, фос�
форилирование PECAM�1 и VEGFR2/3 по ос�
таткам тирозина, активация протеинкиназы Akt
и зависимых внутриклеточных сигнальных сис�
тем (рис. 3). Также происходят изменения ак�
тивности G�белков: снижение Rho и увеличение
активности Rac [36–40].

Дополнительным фактором, контролирую�
щим экспрессию гена KLF2, является тран�
скрипционный репрессор HDAC5. В эндотели�
альных клетках в условиях турбулентного тече�
ния крови и при низких значениях гидродина�
мического сопротивления HDAC5 находится в
комплексе со связанным с ДНК фактором MEF2
и подавляет транскрипцию KLF2. При ламинар�
ном течении крови и высоких значениях гидро�
динамического сопротивления (>10 дин/см2) в
клетках эндотелия происходит активация каль�
ций�кальмодулин�зависимых протеинкиназ
(CaMK), которые фосфорилируют HDAC5 по
остаткам Ser259 и Ser498, что вызывает диссоциа�
цию ее из комплекса с MEF2. Далее с участием
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Рис. 4. Обобщенная схема гемодинамики кровеносных со�
судов. а – Силы, действующие на стенки артериальных со�
судов: гидростатическое давление, направленное перпенди�
кулярно стенкам сосуда (P), тангенциальное напряжение,
растягивающее стенки сосуда (T), и направленная вдоль по�
тока сила трения крови о стенки сосуда (S). б – Зона турбу�
лентности, возникающая при ветвлении и изгибе артери�
альных сосудов. В зоне турбулентности, которая обозначена
пунктирными кругами, гидродинамическое сопротивление
снижено. В противоположной области, в зоне с большей ду�
гой изгиба (отмечена штриховкой), гидродинамическое
сопротивление повышено. в – Схема деформирующего
действия ламинарного потока на клетки эндотелия

a

б

в
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фактора 14�3�3 происходит перемещение
HDAC5 из ядра в цитоплазму (рис. 5) [41]. В от�
личие от ламинарного потока, турбулентный
ток крови стимулирует экспрессию чувстви�
тельных к стрессу и про�воспалительным сти�
мулам транскрипционных факторов NF�κB,
AP�1 и EGR�1. При этом функцию механоре�
цепторов выполняют, по�видимому, интегрины.
В дальнейшей передаче сигнала участвуют
G�белки Gα13 и RhoA, протеинкиназы JNK,
PKCζ и p90RSK и транскрипционный кофактор
YAP. Серин�треониновая киназа p90RSK подав�
ляет активность ERK5 через фосфорилирование
по остатку Ser496 [31, 34, 36].

В клетках эндотелия при высоких значениях
гидродинамического сопротивления, наряду с
индукцией гена KLF2, происходит активация и
ядерная транслокация фактора транскрипции
Nrf2, который контролирует экспрессию генов,
повышающих устойчивость клеток к эндоген�
ным и экзогенным электрофильным соедине�
ниям. Активность Nrf2 контролирует репрес�
сорный белок Keap1, который действует как ре�
цептор электрофильных соединений и адаптер�
ный белок убиквитинлигазы Cul3. Окисление
или алкилирование специфических тиольных
групп Keap1 вызывает диссоциацию комплекса
Keap1/Nrf2 и рост уровня Nrf2 в клетках

[42–44]. В эндотелии рост гидродинамического
сопротивления приводит к активации Nrf2.
Этот эффект обусловлен активацией липидки�
назы PI3K, мембранной NAD(P)H оксидазы и
eNOS, что повышает уровень эндогенных элек�
трофилов – активных форм кислорода и азота.
В результате активации Nrf2 происходит индук�
ция HO�1, NAD(P)H�хиноноксидоредуктазы 1
(NQO1), пероксиредоксинов и других антиок�
сидантных генов [42, 43]. Параллельно с индук�
цией защитных генов Nrf2 (также как и KLF2,
см. далее) участвует в негативной регуляции
транскрипционного фактора NF�κB. Ингиби�
рующее действие основано на конкуренции
между Nrf2 и NF�κB за связывание с транскрип�
ционными кофакторами CBP и p300 [44, 45].

ИНГИБИРОВАНИЕ KLF2

Подавление экспрессии KLF2 происходит
под действием про�воспалительных цитокинов
IL�1β и TNFα. В эндотелии экспрессию KLF2
также подавляют бактериальные эндотоксины и
липопротеины низкой плотности. В клетках
HUVEC ингибирующее действие TNFα опосре�
довано активацией фактора NF�κB. Регулятор�
ная область гена KLF2 содержит несколько по�
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Рис. 5. Схема участия HDAC5 в регуляции экспрессии KLF2 в эндотелиальных клетках. При низких значениях гидроди�
намического сопротивления HDAC5 находится в комплексе с MEF2 в промоторной области гена KLF2. При возрастании
силы гидродинамического сопротивления внутриклеточная концентрация Ca2+ возрастает, происходит активация проте�
инкиназ CaMK, фосфорилирование и высвобождение HDAC5 и активация транскрипции KLF2. Далее HDAC5 образует
комплекс с фактором 14�3�3 и переносится из ядра в цитоплазму. Фосфорилирование HDAC5 также происходит при ак�
тивации AMPK. Активность AMPK зависит от системы CaMKKβ/CaMK
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тенциальных участков связывания NF�κB. Че�
рез посредство NF�κB происходит присоедине�
ние гистондеацетилаз HDAC4 и HDAC5 к про�
моторному участку гена KLF2 (рис. 3, а) [19, 41,
46]. В эндотелии в негативной регуляции KLF2
также участвует транскрипционный фактор
FOXO1. При инкубации клеток HUVEC в среде
с высоким уровнем глюкозы (30 мМ) в них про�
исходит дефосфорилирование и активация
FOXO1, что приводит к подавлению транскрип�
ции гена KLF2 [47]. Кроме того, экспрессию ге�
на KLF2 подавляет транскрипционный фактор
p53. В промоторной области гена KLF2 присут�
ствует участок связывания p53, который распо�
ложен поблизости от участка связывания MEF2.
Ингибирующий эффект p53 на экспрессию
KLF2 опосредован связыванием гистондеацети�
лаз [18, 48]. В клетках HUVEC генетическая
инактивация p53 вызывает повышение уровня
KLF2 в клетках и индуцирует экспрессию генов
eNOS и THBD. Напротив, активация p53 приво�
дит к индукции гена PAI�1, экспрессию которо�
го подавляет KLF2. Показано также, что в физио�
логических условиях опосредованное p53 подав�
ление KLF2 стимулирует агрегацию тромбоци�
тов [48].

В эндотелиальных клетках в регуляции KLF2
участвует также микроРНК miR�92a, которая
подавляет трансляцию мРНК KLF2. Экспрессия
miR�92a снижена при ламинарном и возрастает
при турбулентном течении крови. В свою оче�
редь, фактор KLF2 контролирует экспрессию
ряда микроРНК (например, miR�126 и miR�150)
[49–52].

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ
СТИМУЛЯЦИЯ KLF2

Статины в клетках разных типов активируют
экспрессию KLF2 и зависимого от KLF2 гена
eNOS [53, 54]. Действие статинов основано на
ингибировании редуктазы 3�окси�3�метилглу�
тарил�СоА (HMG�CoA), ключевого фермента
синтеза мевалоновой кислоты, предшественни�
ка холестерина и изопреноидов (рис. 6). Как
следствие, статины подавляют образование в
клетках фарнезилпирофосфата и геранилгера�
нилпирофосфата, которые служат предшествен�
никами для пренилирования G�белков семейств
Ras, Rac, Rab и Rho по SH�группам C�концевых
остатков цистеина с образованием изопренил�
цистеина. Такая модификация необходима для
прикрепления этих белков к клеточной мембра�
не и их функциональной активности [55]. Ана�
логичное со статинами воздействие на экспрес�
сию KLF2 оказывают избирательные ингибито�

ры G�белков Rho и зависимой от Rho протеин�
киназы ROCK. Так, например, в моноцитах ли�
нии U937 ингибитор геранилгеранилтрансфера�
зы GGTI�298 вызывает значительную индукцию
гена KLF2 [56]. В клетках разных типов под
действием статинов возрастает уровень KLF2 и
происходит подавление экспрессии генов, зави�
симых от про�воспалительных стимулов. В мо�
ноцитах THP�1 церивастатин подавляет
экспрессию MCP�1 (monocyte chemoattractant
protein 1) и ССК2 (C�C Chemokine Receptor 2), в
эндотелии питавастатин подавляет зависимую
от TNFα индукцию молекул адгезии клеток эн�
дотелия сосудов 1 (VCAM�1, vascular cell adhe�
sion molecule 1), в T�клетках статины подавляют
экспрессию IFNγ [53, 57]. Cтатины имеют ши�
рокое клиническое применение для снижения
уровня холестерина [55, 58, 59]. По�видимому,
ряд дополнительных эффектов статинов, таких
как подавление воспалительных процессов,
обусловлен активацией KLF2 [6].

Также подавляют пренилирование G�белков
и активируют экспрессию KLF2 бифосфонаты,
прежде всего – азотсодержащие бифосфонаты
как, например, золедроновая кислота. Показа�
но, что золедроновая кислота активирует
экспрессию KLF2 в клетках эпителиального
происхождения MCF�7 [60]. Действие бифос�
фонатов основано на ингибировании фарнезил�
пирофосфат�синтазы (рис. 6). Бифосфонаты
были разработаны для лечения остеопороза. В
физиологических условиях их действие ограни�
чено остеокластами, что обусловлено прочным
связыванием с гидроксиапатитом костей. Из�за
отрицательного заряда бифосфонаты не прохо�
дят через плазматическую мембрану и проника�
ют в клетки через эндоцитоз. Бифосфонаты по�
глощаются остеокластами при закислении ими
среды и разрушении минеральной составляю�
щей костной ткани. Подавление пренилирова�
ния регуляторных G�белков приводит к функ�
циональной инактивации остеокластов. Кроме
остеокластов бифосфонаты могут поглощаться,
хотя и в меньшей степени, другими клетками
моноцитарного происхождения [61].

В клетках эндотелия индукцию гена KLF2
вызывает ресвератрол, природное полифеноль�
ное соединение [62]. Ресвератрол также стиму�
лирует экспрессию KLF2 в культуре панкреати�
ческих β�клеток MIN6 и адипоцитах 3T3�L1.
Действие ресвератрола основано на параллель�
ной активации транскрипционного фактора
Nrf2 и NAD�зависимой лизиндеацетилазы
SIRT1 (HDAC III типа). В индукции KLF2 под
действием ресвератрола участвует сигнальный
каскад MEK5/MEF2 [50, 63, 64]. Активация
KLF2 также происходит под действием других
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природных биологически активных полифено�
лов, таких как таниновая кислота, кверцетин,
рутин и экстракт фенольных соединений из
морской бурой водоросли Ecklonia cava (т.н. си�
полинол/seapolynol) [65–67]. Сиполинол подав�
ляет дифференцировку адипоцитов линии 3T3�L1
и накопление липидов в жировой ткани in vivo,
что может быть связано с индукцией KLF2. Ин�
гибирующее действие KLF2 на адипогенез обус�
ловлено подавлением транскрипционного фак�
тора PPARγ [68].

Согласно недавно полученным данным, в
клетках HUVEC экспрессию KLF2 активирует
гуманин (пептид из 24 аминокислот) и фактор
межклеточной сигнализации, уникальный рас�
положением кодирующего его гена в митохон�
дриальной ДНК (внутри гена 16S rRNA) [69]. Гу�
манин активирует ERK5, а также предотвращает
снижение фосфорилирования ERK5 и экспрес�
сии KLF2 при инкубации клеток HUVEC в сре�
де, содержащей 25 мМ глюкозы. Гуманин также
восстанавливает способность клеток к индукции
зависимого от KLF2 гена eNOS. Инкубация кле�
ток HUVEC в среде с высокой концентрацией
глюкозы стимулирует экспрессию факторов ад�
гезии (E�селектин и VCAM�1) и про�воспали�

тельных цитокинов (IL�1β и TNFα). Гуманин
предотвращает активацию экспрессии этих ге�
нов [70]. Индукцию KLF2 вызывает ряд других
сигнальных молекул. Эритропоэтин стимулирует
дифференцировку стволовых клетках ECFC
(Endothelial Colony�Forming Cells) и стимулирует
в них экспрессию генов KLF2 и eNOS. Индуциру�
ющее действие эритропоэтина опосредовано ак�
тивацией AMP�зависимой протеинкиназы
(AMPK) [71]. В клетках HUVEC экспрессию
KLF2 активирует ангиопоэтин, что обусловлено
активацией рецепторной тирозиновой киназы
Tie2 PI3K/Akt, фактора MEF2 и не связано с ак�
тивностью ERK5 [72]. В клетках моноцитарного
происхождения U937 значительная индукция ге�
на KLF2 происходит под действием химического
донора оксида азота DETA�NO. При этом уро�
вень индукции гена KLF2 под действием NO
критически зависит от плотности клеток U937 в
суспензионной культуре. Механизм этого эф�
фекта неясен, известно только, что рост экспрес�
сии KLF2 не связан с активацией ERK5 [56, 73].
Эти данные указывают на возможность регуля�
ции образования в клетках NO по принципу по�
ложительной обратной связи: KLF2 способству�
ет индукции eNOS и увеличению генерации
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Рис. 6. Схема синтеза производных изопрена и пренилирования G�белков. Показаны основные ингибиторы синтеза клю�
чевых интермедиатов. Сокращения: ГМГ – 3�окси�3�метилглутарил; ГГПФС – геранилгеранилпирофосфатсинтаза;
ГГТ – геранилгеранилтрансфераза; ФПФС – фарнезилпирофосфатсинтаза; ФТ – фарнезилтрансфераза; GGI – GGTI�298
(ингибитор ГГТ); FTI – FTI�277 (ингибитор ФТ)
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клетками оксида азота, который, в свою очередь,
вызывает транскрипционную активацию KLF2.

Из числа распространенных фармакологи�
ческих препаратов индукцию гена KLF2 вызы�
вает метформин, активатор протеинкиназы
AMPK. После активации AMPK фосфорилиру�
ет HDAC5 по остатку Ser498, что вызывает ее пе�
ремещение из ядра в цитоплазму и рост тран�
скрипции гена KLF2 (рис. 5). Кроме того, в клет�
ках эндотелия AMPK фосфорилирует и активи�
рует eNOS [74, 75]. Ресвератрол также активиру�
ет AMPK и eNOS. Этот эффект опосредован ак�
тивацией SIRT1 [76]. В эндотелиальных клетках
и моноцитах индукцию KLF2 вызывают синте�
тические ингибиторы HDAC, производные гид�
роксамовой кислоты (например, вориностат и
трихостатин) [77, 78]. При действии на эндоте�
лий вориностат подавляет зависимую  от TNFα
индукцию про�воспалительных генов [77]. При
действии на моноциты ингибиторы HDAC пре�
пятствуют их дифференцировке, что обусловле�
но ингибированием HDAC4, связанной с KLF2,
и проявляется в подавлении экспрессии метал�
лопротеиназы MMP9 [78]. Ингибирующее
действие гидроксаматов основано на связыва�

нии с ионами Zn2+ в активном центре HDAC I и
II типа. Известен ряд ингибиторов HDAC с
иными механизмами действия (например, ко�
роткоцепочечные жирные кислоты и производ�
ные бензамида) [76, 79, 80].

РОЛЬ KLF2 В КЛЕТКАХ ЭНДОТЕЛИЯ

В клетках эндотелия KLF2 участвует во мно�
гих регуляторных процессах. Действие KLF2
направлено на стимуляцию циркуляции крови,
подавление агрегации тромбоцитов и способнос�
ти клеток эндотелия к связыванию лимфоцитов
и моноцитов. Активация KLF2 вызывает индук�
цию THBD, HO�1 и вазодилатационных генов
eNOS и NPPC (предшественник натрийуретичес�
кого пептида C). Вместе с тем KLF2 подавляет
экспрессию таких сосудосуживающих факторов,
как эндотелин 1 (ET1) и ангиотензинпревращаю�
щий фермент (ACE) [81]. Действие другой функ�
циональной группы зависимых от KLF2 генов
направлено на подавление коагуляции крови.
KLF2 стимулирует экспрессию тромбомодулина,
что далее способствует активации антитромботи�
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T� и B�лимфоциты

↑ L�селектин

↑ p21/Cip1

↓ CD154

↓ c�myc

Влияние KLF2 на экспрессию генов в клетках иммунной системы и эндотелия

Эндотелий

факторы адгезии

↓ VCAM�1

↓ ICAM�1

↓E�селектин

коагуляция и фибринолиз

↑ eNOS

↑ tPA 

↑ тромбомодулин

↓ PAI�1

↓ VWF

тонус сосудов

↑ eNOS

↓ ACE

Моноциты

цитокины и хемокины

↓ TNFα
↓ IL�1β

↓ MIP�1α
↓ MCP�1

↓ IL�8

про� и анти�воспалительные ферменты

↑ HO�1

↓ COX2

Обозначения: подавление (↓) и активация (↑) экспрессии генов.
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ческого протеина C. Вместе с тем KLF2 ингиби�
рует экспрессию протромботического фактора
фон Виллебранда (VWF) и подавляющего фибри�
нолиз ингибитора активации плазминогена 1
(PAI�1) [18]. Кроме того, KLF2 ослабляет прот�
ромботический эффект цитокинов, которые вы�
зывают рост экспрессии PAI�1 и снижают уро�
вень тромбомодулина. Также KLF2 подавляет ба�
зовую экспрессию и зависимую от IL�1β, IFNγ и
липополисахаридов индукцию VCAM�1, ICAM�1
(Inter�Cellular Adhesion Molecule 1), E�селектина
и мембранной дифосфогидролазы ENTPD1
(CD39) (таблица). Как следствие, активация
KLF2 ослабляет агрегацию T�клеток и макрофа�
гов с сосудистым эндотелием [18, 19, 70]. Инги�
бирующий эффект KLF2 на экспрессию генов,
зависимых от про�воспалительных цитокинов,
обусловлен подавлением фактора транскрипции
NF�κB [62, 82]. Тем самым контролирующая
KLF2 сигнальная система ERK5/MEF2 и систе�
мы, контролирующие NF�κB, находятся в ре�
ципрокных отношениях. По�видимому, этот эф�
фект основан на антагонизме между транскрип�
ционными факторами MEF2 и NF�κB. Оба фак�
тора оказывают воздействие на ацетилирование
белков транскрипционного комплекса. Ингиби�
рующее действие NF�κB на экспрессию KLF2
опосредовано привлечением HDAC4 и HDAC5 в
промоторную область гена KLF2, действие MEF2
– конкуренцией с NF�κB за образование комп�
лекса с гистонацетилтрансферазами CBP и p300
(рис. 5 и 7) [18, 19, 83]. Молекулярный механизм
конкуренции между KLF2 и NF�κB за связыва�
ние с CBP/p300 остается неясным.

При ламинарном токе крови происходит
погружение клеток эндотелия в состояние по�
коя, подавление их пролиферации и апоптоза.
По�видимому, цитостатический эффект KLF2
обусловлен активацией экспрессии ингибитора
циклин�зависимых протеинкиназ p21/Cip1 [33].
Для морфологии эндотелия сосудов при высо�
ких значениях напряжения сдвига характерно
вытягивание клеток вдоль направления потока,
что снижает механическую нагрузку на цитоске�
лет. В условиях турбулентности происходит
морфологическая перестройка стенок крове�
носных сосудов, эндотелиальные клетки не вы�
тянуты в направлении потока, они могут прини�
мать полигональную форму, в них повышены
уровни пролиферации и апоптоза [30, 34, 35]. В
этих условиях в эндотелиальных клетках возрас�
тает активность NF�κB и экспрессия адгезион�
ных белков VCAM�1, ICAM�1 и E�селектина,
что способствует связыванию моноцитов. Для
участков сосудов с турбулентным током крови
характерен повышенный риск возникновения
атеросклеротических повреждений [30, 34].

РОЛЬ KLF2 В РЕГУЛЯЦИИ КЛЕТОК
ИММУННОЙ СИСТЕМЫ

Экспрессия KLF2 характерна для целого ря�
да клеток иммунной системы: моноцитов, B�
клеток, T�клеток CD4+ (хелперы) и CD8+ (кил�
леры) [18, 19, 83]. В B�клетках действие KLF2
направлено на подавление пролиферации, что
опосредовано ростом экспрессии p21/Cip1 и
снижением c�Myc [84]. В моноцитах, также как
и в эндотелиальных клетках, про�воспалитель�
ные стимулы – IL�1β, TNFα и липополисахари�
ды – подавляют экспрессию KLF2. В то же вре�
мя KLF2 подавляет зависимую от липополиса�
харидов активацию моноцитов и экспрессию
циклооксигеназы 2 (COX2), IL�1β, IL�8, TNFα,
MIP�1α (макрофагальный белок воспаления 1β,
macrophage inflammatory protein 1α) и MCP�1
[83, 85]. Уровень KLF2 в моноцитарных клетках
снижается при их дифференцировке и превра�
щении в макрофаги [82]. В T�клетках при их ак�
тивации также происходит быстрое снижение
экспрессии KLF2, обусловленное, наряду со
снижением транскрипции гена KLF2, убиквити�
нированием и ускоренной протеолитической
деградацией. Эти процессы инициируются свя�
зыванием рецепторов TCR со своими лиганда�
ми. В T�клетках с генотипом KLF2–/– происхо�
дит их спонтанная активация [86, 87]. Напро�
тив, ослабляющий иммунные реакции фактор
TGFβ стабилизирует уровень KLF2 [88].
Экспрессия KLF2 возрастает в зрелых T�клетках
памяти. В процессе дифференцировки тимоци�
тов KLF2 стимулирует образование индуциро�
ванных регуляторных T�клеток (iTreg) [88]. Тем
самым действие KLF2 направлено на поддержа�
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Рис. 7. Обобщенная схема участия KLF2 в подавлении
транскрипции зависимых от NF�κB про�воспалительных
генов. Ингибирующее действие основано на конкуренции
между KLF2 и субъединицами NF�κB p50 и p65 за связыва�
ние с гистонацетилтрансферазами CBP и p300
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ние T�клеток в состоянии покоя и ослаблении
клеточного иммунитета. Активация KLF2 таки�
ми фармакологическими препаратами, как,
например, статины, подавляет аутоиммунные
процессы. Статины снижают риск возникнове�
ния ревматоидного артрита. Они также облегча�
ют течение ревматоидного артрита, множест�
венного склероза и болезни Крона, но не влия�
ют на ход системной красной волчанки и нейро�
дегенеративных заболеваний.  Вместе с тем
можно ожидать, что статины ослабляют зависи�
мую от иммунной системы элиминацию транс�
формированных клеток. Тем не менее такие
опасения не подтверждаются статистическими
исследованиями [89].

Из всего множества известных эффектов
KLF2, по�видимому, более всего исследовано
участие этого фактора в поддержании гомеоста�
за в сосудистом эндотелии, где KLF2 влияет на
экспрессию широкого спектра генов. Через ин�
дукцию гена eNOS и последующий рост эндоте�
лиальной генерации оксида азота KLF2 вовле�
чен в регуляцию циркуляции крови. Кроме того,
действие KLF2 направлено на ослабление вос�
палительных процессов в эндотелии, подавле�
ние свертывания крови и агрегации тромбоци�
тов. Также KLF2 вовлечен в негативную регуля�
цию клеточного иммунитета, что проявляется в
подавлении активации, дифференцировки и ад�
гезии T�лимфоцитов и моноцитов. Зависимое
от KLF2 ослабление ответа клеток на про�вос�
палительные стимулы обусловлено подавлени�
ем транскрипционной активности NF�κB. При
этом факторы KLF2 и NF�κB проявляют себя
как взаимные антагонисты. В клетках актив�
ность KLF2 определяется уровнем его экспрес�
сии, который в наибольшей степени зависит от
фактора транскрипции MEF2. Активность
MEF2 контролируют две сигнальные системы:
одна, позитивная, включает протеинкиназу
ERK5 и другая, негативная, включает гистон�
деацетилазы HDAC4 и HDAC5. Кроме того,
экспрессия KLF2 зависит от значительного чис�
ла других сигнальных молекул и регуляторных
систем: мембранных K+ каналов, сопряженных
с тирозиновыми киназами механорецепторов,
G�белков семейства Rho, ацетилтрансфераз
CBP, p300 и PCAF, транскрипционных факторов
NF�κB и FOXO1, лизиндеацетилазы SIRT1,
AMPK и Ca2+�зависимых протеинкиназ
CaMKKβ и CaMK [90, 91], а также некоторых
эндокринных и паракринных факторов.

Представляется очевидным, что, будучи во�
влеченным в столь большое число регуляторных
процессов, KLF2 служит значимым объектом
для фармакологических воздействий, направ�

ленных на ослабление воспалительных процес�
сов и сопряженных с ними аутоиммунных забо�
леваний, таких как атеросклероз и нарушения
липидного обмена. Также активация KLF2
должна способствовать подавлению ангиогене�
за. Вместе с тем биологически активные соеди�
нения, которые могли бы подавлять экспрессию
KLF2 в T�лимфоцитах и моноцитах, могут спо�
собствовать усилению иммунных процессов.
Известно большое число фармакологических
препаратов и эндогенных сигнальных молекул,
способных модулировать активность KLF2, что
не является при этом их основным биологичес�
ким эффектом. Многие из таких препаратов
воздействуют на целую группу родственных ре�
гуляторных белков или белков с близкими
структурными доменами и влияют на широкий
спектр клеточных процессов. Так, например,
статины ингибируют все G�белки семейств Rho
и Ras, а также и синтез стероидов, гидроксаматы
ингибируют все HDAC I�го и II�го типа, мет�
формин активирует AMPK и ингибирует мито�
хондриальный NADH�дегидрогеназный комп�
лекс, ресвератрол активирует лизиндеацетилазу
SIRT1 и редокс�чувствительную систему
Keap1/Nrf2. Все эти соединения оказывают
множественное и не всегда благоприятное воз�
действие на протекающие в организме биохи�
мические и физиологические процессы, что ог�
раничивает возможности их применения. По�
добное затруднение может быть преодолено при
создании соединений, которые имели бы высо�
кую избирательность в отношении именно тех
регуляторных факторов, которые контролируют
экспрессию KLF2, таких как, например, RhoA и
HDAC4 и HDAC5. Также можно надеяться на
дальнейшее исследование активации KLF2 под
действием эндогенных сигнальных молекул, та�
ких как эритропоэтин, ангиопоэтин, гуманин и
оксид азота. В настоящее время это направление
представлено только единичными работами [56,
70–72]. Также можно предположить, что впос�
ледствии будут разработаны биологически ак�
тивные олигопептидные аналоги эритропоэти�
на и гуманина, высокоизбирательные в отноше�
нии контролирующих KLF2 сигнальных систем.
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KLF2 is a member of the Krüppel�like transcription factor family of proteins containing highly conserved DNA�bind�
ing zinc finger domains. KLF2 participates in the differentiation and regulation of the functional activity of mono�
cytes, T lymphocytes, adipocytes, and vascular endothelial cells. The activity of KLF2 is controlled by several regu�
latory systems, including the MEKK2,3/MEK5/ERK5/MEF2 MAP kinase cascade, Rho family G�proteins, histone
acetyltransferases CBP and p300, and histone deacetylases HDAC4 and HDAC5. Activation of KLF2 in endothelial
cells induces eNOS expression and provides vasodilatory effect. Many KLF2�dependent genes participate in the sup�
pression of blood coagulation and aggregation of T cells and macrophages with the vascular endothelium, thereby pre�
venting atherosclerosis progression. KLF2 can have a dual effect on the gene transcription. Thus, it induces expres�
sion of multiple genes but suppresses transcription of NF�κB�dependent genes. Transcription factors KLF2 and NF�
κB are reciprocal antagonists. KLF2 inhibits induction of NF�κB�dependent genes, whereas NF�κB downregulates
KLF2 expression. KLF2�mediated inhibition of NF�κB signaling leads to the suppression of cell response to the pro�
inflammatory cytokines IL�1β and TNF and results in the attenuation of inflammatory processes.

Keywords: KLF2, zinc fingers, regulation of transcription, pro�inflammatory cytokines, endothelium



80

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  1,  с.  80  –  92

УДК 577.1, 57.088

НИИ биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича, 119121 Москва, Россия;
электронная почта: k.poverennaya@gmail.com

Поступила в редакцию 25.03.2019
После доработки 16.09.2019

Принята к публикации 07.10.2019

Для человека известно около 20 000 белок�кодирующих генов, которые могут быть транслированы в миллио�
ны уникальных видов белков (протеоформ). Протеоформы, кодируемые одним геном, зачастую отличают�
ся по функции, что соответствует различиям в белковых партнерах. Взаимодействуя между собой, протео�
формы образуют сеть, отражающую динамически изменяющиеся клеточные процессы в организме. Нару�
шение белок�белковых взаимодействий (ББВ) вызывает изменение в топологии сети, что зачастую приво�
дит к возникновению патологических процессов. Изучение протеоформ – это относительно новая задача в
протеомике, а потому экспериментальных работ по взаимодействию протеоформ немного. Биоинформати�
ческие инструменты позволяют решать ряд задач, комплементарно дополняя и обогащая эксперименталь�
ные результаты, в частности, расширяя возможности в исследовании взаимодействия протеоформ.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: белок�белковые взаимодействия, интерактомика, биоинформатика.

DOI: 10.31857/S0320972520010066

МЕТОДЫ ВЫЧИСЛИТЕЛЬНОЙ ИНТЕРАКТОМИКИ
В ВОПРОСАХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ПРОТЕОФОРМ ЧЕЛОВЕКА

Обзор
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Функционирование живой клетки осущест�
вляется за счет множества различных молекуляр�
ных взаимодействий между белками, нуклеино�
выми кислотами, пептидами, метаболитами и т.д.
Несмотря на то что понятие «интерактом» ком�
плексное, объединяющее все виды взаимодей�
ствий, наиболее часто его употребляют в отноше�
нии белок�белковых взаимодействий (ББВ).
Именно белковые взаимодействия играют клю�
чевую роль в биологических процессах [1].

Под взаимодействием белков подразумева�
ется связь двух и более белковых молекул, обес�
печивающая выполнение биологической функ�
ции. Различают физические взаимодействия и
взаимодействия в составе сети [2]. Физические
взаимодействия подразделяются на прямые (би�
нарные) и комплексные. Группа белков, кото�
рые взаимодействуют друг с другом одновре�
менно, называется белковым комплексом.

Существуют различные экспериментальные
методы выявления белок�белковых взаимодей�
ствий [3]. Основными являются двугибридная

дрожжевая система (yeast two�hybrid, Y2H) [4] и
аффинное выделение белкового комплекса с
последующим масс�спектрометрическим ана�
лизом (affinity purification–mass spectrometry,
AP�MS) [5].

Технология Y2H основана на активации
экспрессии репортерных генов, которая возни�
кает в результате взаимодействия между целе�
вым белком�«наживкой» и его партнером бел�
ком�«добычей» и может быть детектирована.

За 25 лет с момента изобретения первого ва�
рианта метода Y2H [6] было разработано множе�
ство альтернативных протоколов, позволяю�
щих, например, использовать помимо дрожжей
клетки других организмов [7], а также исследо�
вать взаимодействия между белками и нуклеи�
новыми кислотами: ДНК (one�hybrid, 1Н, [8]) и
РНК (three�hybrid, 3H, [9]). Преимуществом ме�
тода Y2H является простота и возможность ав�
томатизации анализа, что позволяет масштаби�
ровать эксперименты.

Метод AP�MS состоит в «вылавливании»
белков�партнеров на иммобилизованный бе�
лок�«наживку» с последующим протеолизом и
масс�спектрометрическим анализом пептидных
фрагментов образовавшихся комплексов, смы�
ваемых с колонки [10, 11]. Масс�спектрометри�
ческая часть метода позволяет «регистрировать»

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AP�MS – аффинное выде�
ление белкового комплекса с последующим масс�спектро�
метрическим анализом, ББВ – белок�белковые взаимо�
действия, Y2H – двугибридная дрожжевая система,
ПТМ – посттрансляционные модификации.

* Адресат для корреспонденции.
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динамично изменяющиеся белковые комплек�
сы, учитывая посттрансляционные модифика�
ции (ПТМ), которые могут обладать биологи�
ческой функцией. Следует также отметить гиб�
кость метода AP�MS. Она выражается в возмож�
ности использования нативных антител к эндо�
генным «наживкам» или в использовании эпи�
топных меток, что в первом случае позволяет
проводить очистку белков в естественной среде
клеточного лизата и учитывать взаимодействия
сразу нескольких природных форм белка, а во
втором – позволяет проводить эксперимент да�
же в отсутствие природного антитела [3]. Суще�
ствует несколько десятков модификаций мето�
да, касающихся не только способа «вылавлива�
ния» целевого белка, но и вариантов пробопод�
готовки и очистки белкового комплекса [5].

Оба метода не лишены недостатков, основ�
ной из которых – высокая доля ложных резуль�
татов: ложноположительных, при которых ре�
ального взаимодействия между белками нет, и
ложноотрицательных, при которых существую�
щие ББВ не детектируются. Методы Y2H, сфо�
кусированные на выявлении бинарных белко�
вых взаимодействий, характеризуются высокой
долей ложных идентификаций в силу ряда при�
чин (например, неестественно высокой концен�
трации фьюжн�белков в тестовой системе и не�
специфичности аффинных реагентов) [12]. Для
методов, основанных на AP�MS, ложноположи�
тельные результаты встречаются значительно
реже, однако при экстракции и «отмывке» бел�
ковых комплексов утрачивается часть взаимо�
действий. Суммарно доля взаимодействий, ус�
тановленных методом Y2H, достигает 20%, а ме�
тодом AP�MS – 55% [11].

С физической точки зрения взаимодействие
белков характеризуется константой диссоциа�
ции. Для определения кинетики физического
взаимодействия белков в большинстве случаев
используют оптические биосенсоры [13]. Одна�
ко число белковых пар, для которых возможно
измерить константы диссоциации, весьма огра�
ничено в силу сложности получения чистых
белков в достаточном количестве для проведе�
ния экспериментальных работ.

Накопление большого массива интерактом�
ных данных, полученных опытным путем, и их
противоречивость, а также изначальная слож�
ность объектов исследования привели к актив�
ному развитию биоинформатических методов.
В первую очередь методы in silico используются
для предсказания и описания новых ББВ на ос�
нове ранее полученных сведений [14]. Предска�
зательные алгоритмы базируются на анализе ге�
номных данных, аминокислотных последова�
тельностей, данных о трехмерных структурах

белков и результатах транскриптомных и проте�
омных экспериментов. Отдельной задачей био�
информатики является верификация сведений о
ББВ, заключающаяся в определении взаимо�
действий в результатах, полученных масс�спек�
трометрически [15]. Основываясь на предполо�
жении, что физически взаимодействующие бел�
ки функционально связаны между собой, вы�
числительные подходы используются также для
предсказания функций белков [16].

Кроме того, построение и анализ интерак�
томных сетей возможны только с помощью вы�
числительных инструментов, учитывающих
комплексность данных, обработка которых тре�
бует недостижимых человеку когнитивных спо�
собностей. Интеграция экспериментальных и
биоинформатических методов, направленная на
детальное изучение аспектов взаимодействия
белков и их форм в клетке, представляет собой
современную интерактомику (рисунок).

ИНТЕРАКТОМ ЧЕЛОВЕКА

По объему накопленных сведений человек
является наиболее изученным организмом, сог�
ласно протеомному ресурсу UniProtKB (www.
uniprot.org) [17]. Более 90% белок�кодирующих
генов человека были подтверждены на протеом�
ном уровне, при этом сведения о ББВ имеются
для 93%. Примечательно, что в ряде случаев на�
личие данных о ББВ является доказательством
существования белка.

Доказательство трансляции белка является
критичным условием для достоверности белок�
белковых взаимодействий. В большинстве
предсказательных методов данной информаци�
ей пренебрегают, предполагая, что если взаи�
модействие возможно, то оно имеет место
быть, а текущие ограничения связаны с недос�
таточной чувствительностью аналитических
методов [18].

Немаловажным аспектом является описа�
ние конкретного типа белковой молекулы –
протеоформы, которая может быть образована
в результате альтернативного сплайсинга, неси�
нонимичных замен отдельных нуклеотидов,
различных ПТМ и ряда других более редких со�
бытий [19]. Суммарное количество протеоформ
в организме человека окончательно не выясне�
но: в зависимости от используемого прогноза,
учитывающего возможность одновременного
возникновения нескольких аберраций в белко�
вом продукте одного гена, снизу оно ограниче�
но миллионами уникальных белковых молекул,
а сверху – может достигать астрономических
величин [20, 21].
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Важность учета индивидуальных протео�
форм заключается в том, что наличие модифи�
каций и изменений аминокислотного состава
белка зачастую критично для выполняемых им
функций, и профили белок�белковых взаимо�
действий для протеоформ, кодируемых одним
геном, могут отличаться [22, 23].

Аберрации, приводящие к возникновению
протеоформ и изменению их посттрансляцион�
ного статуса, связывают с развитием не только
онкологических [24], но и других социально�
значимых заболеваний [20]: в их числе аутоим�
мунные [25], метаболические [26] и нейродеге�
неративные [27] патологии.

Расшифровка протеома, реализуемая в рам�
ках международного проекта «Протеом челове�
ка» [28], дала исследователям набор различных
методов по выявлению протеоформ [29]. В свя�
зи с этим в последние годы появились работы по
выявлению белковых взаимодействий для раз�
личного типа протеоформ [22, 30, 31]. В боль�
шинстве случаев предсказание ББВ для протео�
форм осуществляется на основе изменений ка�
нонической структуры белка либо же выявлены
экспериментальным путем в результате AP�MS
экспериментов. Несмотря на развитие тенден�

ции перехода от гено�центричного к протео�
форм�центричному интерактому, доминирова�
ние сведений о ББВ для гена сохраняется.

В 2006 году было проведено исследование
интерактома человека, в котором было опреде�
лено, что среди полученного количества ББВ
(154 000–369 000) большая часть представлена
ложноположительными данными и только 10%
белковых взаимосвязей являются «истинными»
[32]. В 2008 году количество ББВ человека было
оценено уже в 650 000 [33]. На текущий момент
это самая большая оценка существующего инте�
рактома, однако есть мнения, что данная вели�
чина выше реально существующей в гено�цент�
ричном контексте [34, 35]. Тем не менее количе�
ство выявленных бинарных ББВ увеличивается
с каждым годом [34]. В рамках 4�х крупнейших
проектов [36–38] по созданию интерактомных
карт человека было выявлено >15 000 бинарных
взаимодействий, полученных разными экспери�
ментальными методами. Суммарно было выяв�
лено >90 000 ББВ, однако только 10% встреча�
лись более чем в одном проекте [39].

Противоречивость данных может быть как
результатом технической ошибки, разной
чувствительности аналитических методов, так и
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наблюдаемыми эффектами биологической ва�
риабельности, обусловленной анализом различ�
ных типов биоматериалов, динамичностью и ге�
терогенностью протеома. Решение данной ди�
леммы возможно с помощью методов биоин�
форматики, которая позволяет как предсказы�
вать ББВ для дальнейшей проверки, так и вери�
фицировать получаемые экспериментальные
данные для получения новых предсказаний.

МЕТОДЫ МАШИННОГО
ОБУЧЕНИЯ (ММО)

Развитие постгеномных технологий привело
к накоплению данных в области протеомики,
геномики и транскриптомики. В связи с этим
актуальными становятся биоинформатические
методы анализа данных, которые позволяют по�
высить уровень достоверности интерактома и
выявить новые закономерности взаимодей�
ствий между белками [40].

Существенную группу среди применяемых
алгоритмов поиска ББВ представляют методы
машинного обучения. Алгоритмы машинного
обучения, к которым относятся метод опорных
векторов (support vector machine – SVM), Байе�
совские сети (Bayesian network), деревья приня�
тия решения (decision tree), цепи Маркова
(Markov chain) и др., позволяют оценить вероят�
ность взаимодействия между белками по набору
их признаков [41]. Обязательным условием ра�
боты таких алгоритмов является наличие обучаю�
щей выборки, на основе которой настраивают
параметры работы методов.

Метод опорных векторов весьма популярен
при исследовании интерактома [2]. Суть подхо�
да заключается в минимизации рисков ложных
идентификаций путем поиска гиперплоскости,
которая наилучшим образом разделяет два
класса объектов (взаимодействующие и невзаи�
модействующие белки) по набору переменных
[42].

Другой подход – использование Байесовских
сетей для предсказания ББВ [43]. Байесовские
сети позволяют использовать данные различно�
го типа (к примеру, описательные и числовые ха�
рактеристики), выражая их в виде условных ве�
роятностей. При этом можно компенсировать
отсутствие каких�либо признаков у объектов, а
также учитывать вес каждого признака в соот�
ветствии с его надежностью [44]. Вероятность
взаимодействия двух белков рассчитывается как
вероятность наблюдения определенного набора
признаков для двух белков при условии, что они
являются взаимодействующими. Преимущества
использования данного метода были показаны в

работе Scott и Barton [45], где уровень ошибки
был снижен на то время с 90 до 76%.

Деревья принятия решения используются
как один из методов для предсказания ББВ, а
также для подтверждения взаимодействий, по�
лученных экспериментальными методами.
Каждое дерево состоит из узлов – атрибутов, ха�
рактеризующих некое свойство белка, ребер –
«веток» дерева, на которых записаны значения
атрибутов, и «листьев», которым приписаны
значения целевой функции, т.е. взаимодейству�
ют белки или нет [2]. Для классификации ново�
го случая необходимо создать такое дерево на
основе обучающей выборки, а затем «пройти от
корня к листьям» для предсказания взаимодей�
ствия между белками.

В методе «случайного леса» (random forest) ис�
пользуется множество таких «деревьев». Итого�
вое решение принимается путем консенсусного
голосования для совокупности всех «деревьев». В
интерактомике человека метод «случайного леса»
получил бóльшую популярность по сравнению с
методом дерева принятия решения [46].

Методы машинного обучения широко ис�
пользуются для разных подходов выявления
ББВ: на основе аминокислотной/нуклеотидной
последовательности [47], структурной инфор�
мации [31], филогенетических данных [48], про�
филей экспрессии [49], анализа интерактомных
сетей и т.д. [50]. Кроме того, они получили ши�
рокое использование в обработке эксперимен�
тальных данных [38] и при интеграции различ�
ных типов данных [51]. Модификации и вариа�
ции методов различны, в некоторых случаях ис�
пользуются сразу несколько подходов [52].

ПРЕДСКАЗАНИЕ БЕЛКОВЫХ
ВЗАИМОДЕЙСТВИЙ НА ОСНОВЕ
СТРУКТУРНОЙ ИНФОРМАЦИИ

Возрастающее внимание к изучению протео�
форм способствовало открытию «второго дыха�
ния» у методов выявления белковых взаимодей�
ствий на основе структурной информации. Дан�
ные методы основаны на наблюдении, что бел�
ки, имеющие сходную третичную структуру или
консервативные участки последовательности,
обладают и сходной функцией в клетке, а значит
могут взаимодействовать с одинаковыми парт�
нерами [53, 54].

Десятилетия применения рентгеновской
кристаллографии позволили получить данные о
структуре белковых комплексов. Эти сведения
являются богатым источником для изучения
принципов взаимодействий белков. На настоя�
щий момент в PDB (Protein Data Bank) [55]
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опубликовано >40 000 3D�структур белков чело�
века и их комплексов, и использование принци�
па гомологии белковых последовательностей
позволяет существенно расширить этот набор. В
2002 году Aloy и Russel [56] использовали дан�
ные о трехмерной структуре гомологичных бел�
ков, чтобы оценить вероятность взаимодей�
ствия предлагаемых пар. Учитывая известные
3D�структуры белковых комплексов и гомоло�
гичные последовательности для каждого взаи�
модействующего белка, подходы, основанные
на аналогах трехмерных структур, позволяют
оценить вероятность возможных взаимодей�
ствий между гомологами одного и того же вида
[57] или протеоформ, к примеру, в случае одно�
аминокислотных замен [58] или ПТМ [59].

Предсказание белок�белковых взаимодей�
ствий с помощью сопоставления информации о
структуре белка реализовано в программе
PRISM [60]. При разработке этой системы ис�
пользовали данные об известных трехмерных
структурах, доступные в PDB (~5500 белков,
идентичны <50%). Межбелковые контакты вы�
деляли как совокупность атомов, расстояние
между ван�дер�ваальсовыми радиусами которых
было в пределах 5 Å. Всего была обработана
21 000 контактных площадок и выявлено 3800
характерных интерфейсных поверхностей,
обеспечивающих контакты между субъединица�
ми комплекса.

Домены являются наиболее консервативны�
ми участками белков и зачастую обеспечивают
контактный интерфейс для взаимодействия
между субъединицами комплекса. Метод ассо�
циации (association method, AS) – это один из
первых методов предсказания домен–доменных
взаимодействий, основанный на оценке коли�
чества доменных пар во взаимодействующих
белках по отношению к встречаемости каждого
домена в паре в независимой выборке [61]. Не�
сколько позже Deng et al. предложили алгоритм,
где взаимодействие доменов предсказывается
путем оценки максимального правдоподобия
данного ББВ [62]. Другими подходами к выяв�
лению белковых взаимодействий на уровне до�
менов являются: метод линейного программи�
рования (linear programming, LP) и его модифи�
кации для выявления бинарных и комплексных
взаимодействий [63]; метод опорных векторов;
метод моделирования вероятностных сетей
(probabilistic network modeling) и др. [64].

На основе домен�доменных взаимодействий
для сплайс�форм предсказываются партнеры в
виде нативных вариантов белков [31], а также в
виде сплайс�форм [65], белковые партнеры для
протеоформ с различными ПТМ [66] или одно�
аминокислотными заменами [67].

МЕТОДЫ АВТОМАТИЧЕСКОГО
АНАЛИЗА ТЕКСТОВ НАУЧНЫХ
ПУБЛИКАЦИЙ (TEXT4MINING)

Данные о взаимосвязанных белках (ББВ)
могут быть получены на основе автоматическо�
го анализа текстов научных публикаций (text�
mining) [68].

Методы быстрого и надежного извлечения
данных из научной литературы – современная
необходимость. Совершенствование экспери�
ментальных постгеномных методов ведет к экс�
поненциальному росту количества статей, пре�
доставляя, с одной стороны, «большие данные»
для анализа, а с другой – глобальный вызов раз�
работчикам биоинформатических систем для
обработки данных. По состоянию на 2019 год
наиболее широко используемая база данных био�
медицинской литературы содержит ~30 млн
ссылок, при этом для 5 млн из них полнотексто�
вая версия статьи представлена в открытом дос�
тупе в ресурсе PubMedCentral (данные на март
2019 года). Автоматический анализ накоплен�
ных в форме научных публикаций знаний в об�
ласти взаимодействий белков во многом являет�
ся основой для получения новых сведений о мо�
лекулярных механизмах возникновения заболе�
ваний человека, а также методах диагностики,
профилактики и лечения.

Большинство исследований в области извле�
чения информации о ББВ из текстов научных
публикаций основаны на анализе резюме науч�
ных публикаций, поскольку это наиболее дос�
тупная часть статьи [68]. Для автоматического
выявления в текстах данных о белок�белковых
взаимодействиях используют созданные вруч�
ную правила поиска или заранее размеченный
куратором набор текстов, на основе автомати�
ческого анализа которого создаются правила
для последующего поиска взаимосвязей [69].

Наиболее простые алгоритмы, используемые
для выявления ББВ, базируются на анализе час�
тот совместного упоминания названий белков
или генов в заданном фрагменте текста. Поиск
такого рода взаимосвязей основан на гипотезе,
что, вероятно, два белка взаимодействуют друг с
другом, если они встречаются совместно в текс�
те одной [70] или близких по смыслу публика�
циях [71]. Очевидным недостатком этого подхо�
да является существенное количество ложнопо�
ложительных результатов. Снижение количест�
ва ложноположительных результатов может дос�
тигаться за счет использования дополнительных
правил, но воспроизводимость полученных ре�
зультатов при этом остается невысока [72].

Следующее поколение методов анализа
текстов для выявления ББВ основано на ма�
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шинном обучении [69]. Показано, что исполь�
зование таких методов позволяет существенно
снизить количество ложноположительных ре�
зультатов. Методы динамического программи�
рования, сходные с методами выравнивания
последовательностей, могут быть использованы
для нахождения шаблонов в размеченных текс�
тах и поиска ББВ [73].

Перспективным считается предсказание
взаимодействующих белков с использованием
ядерных методов (kernel�based approaches) –
класса алгоритмов для распознавания образов
[74]. Тем не менее недостатком использования
таких методов является отсутствие информации
о семантических взаимосвязях между объекта�
ми – названиями белков. Решением этой проб�
лемы является использование для построения
интерактомной карты триплетов (триплет сос�
тоит из названий двух белков и связанного с ни�
ми термина, характеризующего взаимосвязь),
которые могут быть найдены с использованием
байесовских методов машинного обучения.

Зачастую существенного улучшения резуль�
татов предсказания ББВ удается достичь за счет
комбинирования различных методических под�
ходов [75] или интеграции многомерных данных
[76]. Для извлечения триплетов, характеризую�
щих ББВ, в 2018 году в работе, выполненной Yu
et al. [69], использовали методы анализа текстов
на естественном языке (nature language process�
ing). Взаимосвязь может быть описана произ�
вольным термином или термином, присутствую�
щим в заранее сформированном словаре. Полу�
ченные триплеты затем были разделены на «ис�
тинные» и «ложные», что позволило достичь су�
щественного преимущества в точности предло�
женного алгоритма в сравнении с существующи�
ми решениями. Для планирования эксперимен�
та или актуализации сведений в базах данных
точность аналитического алгоритма предсказа�
ния ББВ имеет бóльшее значение, чем высокие
показатели воспроизводимости результата [69].

В настоящее время создано внушительное
количество систем, позволяющих реконструи�
ровать интерактомную карту как в гено�цент�
ричном формате, так и находить взаимосвязи
между протеоформами. Методы анализа текстов
используют в основном для предсказания ББВ
между фосфорилированными формами [77].

ОБРАБОТКА РЕЗУЛЬТАТОВ
МАСС4СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИХ
ЭКСПЕРИМЕНТОВ ПРИ AP4MS

Биоинформатические подходы востребова�
ны и для анализа интерактомных данных, полу�

ченных масс�спектрометрически для комплек�
сов после аффинного выделения. С одной сто�
роны, особенностью таких экспериментов явля�
ется сложность идентификации белков, заклю�
чающаяся в ограниченном количестве получае�
мых уникальных пептидов, по которым возмож�
но безошибочно определить белок. Кроме того,
возможна ошибочная идентификация пептида,
возникающая в результате неверной интерпре�
тации масс�спектра [15]. С другой стороны, ве�
лика вероятность получения ложноположитель�
ных результатов комплексных взаимодействий,
обусловленных неспецифическими взаимодей�
ствиями из�за высокой концентрации белков в
биоматериале, или же ложноотрицательных ре�
зультатов в силу разрушения белкового комп�
лекса при экстракции [5].

Для решения указанных выше проблем были
разработаны различные биоинформатические
подходы [78] и базы данных распространенных
белков�контаминантов (CRAPome). В первую
очередь используют статистические пороги
(t�критерий, p�value), полученные на основе
масс�спектров для белка�«наживки» и для конт�
рольного образца [79].

Вопрос о статистической значимости оцен�
ки белковых взаимодействий на основе масс�
спектрометрических данных был решен в рам�
ках программ SAINT (Significance Analysis of
INTeractome) [80] и ComPASS (Comparative
Proteomics Analysis Software Suite) [81]. В качест�
ве критерия для исключения ложноположитель�
ных результатов в программах используется
распространенная в протеомике относительная
количественная оценка содержания белка в
пробе – «счетчик спектров» (spectral count). Она
определяется путем подсчета количества масс�
спектров фрагментации, относящихся к белку
пептидов. Бóльшие значения счетчика характе�
ризуют более высокий уровень содержания бел�
ка в исследуемом образце. Близкие по идеоло�
гии программы незначительно отличаются эф�
фективностью в пользу SAINT [15].

С помощью SAINT можно не только подтвер�
ждать специфические бинарные взаимодей�
ствия между белками, но и выявлять новые бел�
ковые взаимодействия. Например, при анализе
результатов масс�спектрометрических экспери�
ментов для серин/треонин фосфатазы РР5 было
установлено ранее неизвестное взаимодействие
со стресс�индуцированным фосфопротеином 1
(STIP 1) [82].

Другой метод анализа достоверности ББВ,
выявленных с помощью АР�МС – MiST (Mass
spectrometry interaction STatistics), основан на
интегрированной оценке по нескольким пара�
метрам: содержанию белка (интенсивности пи�
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ка), воспроизводимости (повторяемости белко�
вого комплекса) и специфичности (уникальнос�
ти белка�«добычи» по отношению к другим бел�
кам в комплексе) взаимодействия [83].

Несколько идеологически отличается алго�
ритм SFINX (Straightforward Filtering INdeX)
[84], в рамках которого мета�данные анализиру�
ются автоматически – нет указания белка�«на�
живки» в результатах AP�MS, используется не
счетчик спектров, а оценка интенсивности сиг�
налов, относящихся к пептидам. Данный метод
самостоятельно определяет пороговую величи�
ну достоверности в каждом случае на основе би�
номиального распределения.

Для оценки ложноположительных результа�
тов, возникающих в первую очередь из�за конта�
минации, были разработаны методы CRAPome
[85] и Decontaminator [86], в основе которых ле�
жит оценка частоты встречаемости в различных
экспериментах.

В качестве входных данных для методов вы�
числительной интерактомики используются ре�
зультаты масс�спектрометрических экспери�
ментов, выполненных после аффинного выде�
ления белкового комплекса. Большое количе�
ство таких экспериментов депонируется в цент�
рализованные протеомные репозитории. Для
многих экспериментов при этом отсутствуют
мета�данные, например, в репозитории GPMdb
[87], которые бы указывали, что результаты
идентификации белков были получены в рам�
ках исследования интерактома. В работе Zhang
et al. [88] был предложен метод, позволяющий в
автоматическом режиме извлечь из репозито�
рия данные, которые с наибольшей вероят�
ностью относятся к анализу белковых взаимо�
действий. В основе метода лежит идея о том,
что частота совместно встречающихся белков в
результатах AP�MS будет высока для обоих бел�
ковых партнеров.

Методы панорамной масс�спектрометрии
позволяют выявлять протеоформы без дополни�
тельных трудозатрат – путем использования
расширенных библиотек и настроек при анали�
зе масс�спектра. На сегодняшний момент экс�
периментальная база данных ББВ IntACT [89]
является единственным ресурсом, поддерживаю�
щим публикацию идентифицированных
сплайс�форм и их взаимодействий. Необрабо�
танные масс�спектры интерактомных экспери�
ментов депонируются непосредственно в проте�
омные репозитории PRIDE [90], GPMdb [87] и
PeptideAtlas [91]. В случае top�down подхода в
масс�спектрометрии был разработан биоинфор�
матический способ анализа белковых комплек�
сов, образованных в том числе различными ти�
пами протеоформ [30].

БАЗЫ ДАННЫХ

Многие биоинформатические алгоритмы
используют опубликованные сведения о ББВ
для настройки или определения ложных резуль�
татов. Полученные результаты публикуются в
виде баз данных. Практически каждый метод
имеет свой ресурс, однако в силу того что есть
базы данных, агрегаторы, и количество новых
интерактомных ресурсов возрастает с каждым
годом, некоторые ресурсы перестают поддержи�
ваться. Данные могут обновляться постоянно
или с некой периодичностью (версией ресурса),
а могут быть статичными.

Ниже приведен список актуальных и наибо�
лее распространенных баз данных ББВ человека
(таблица). Можно выделить две группы интерак�
томных ресурсов – специализирующихся на
конкретном организме (например, содержащих
данные только для человека) и на конкретном ти�
пе данных (предсказанные ББВ, эксперименталь�
но подтвержденные ББВ, комбинированные).

Суммарно для человека имеются данные о
нескольких миллионах белковых взаимодей�
ствий. Многие ресурсы интегрируют различные
дополнительные сведения – о клеточной лока�
лизации [92], уровне экспрессии [93], свойствах
гомологичных белков у других организмов [94] и
т.д. Отдельно стоит упоминать базы данных,
описывающие межорганизменные взаимодей�
ствия (в частности, человека с вирусами) [95].
Тем не менее данные ресурсов совпадают не бо�
лее чем на 10–20% [39], в связи с чем возникает
необходимость разработки новых алгоритмов
предсказания и анализа ББВ.

ИНТЕРАКТОМНЫЕ СЕТИ

Использование биоинформатических мето�
дов позволяет визуализировать сети (или карты)
ББВ. Визуализация дает представление о роли
каждого белка в биологических процессах, а
также позволяет выявлять новые белковые взаи�
модействия на основе построенных карт. При�
мером служит работа Kovács et al. [96], где на ос�
нове структурных и эволюционных данных по�
казали, что белки, взаимодействующие через
одного партнера, на самом деле в ряде случаев
взаимодействуют напрямую.

Перед алгоритмами визуализации интерак�
томных карт стоит несколько задач: 1) совмести�
мость с различными форматами сведений о ББВ,
2) воспринимаемый формат визуализации с воз�
можностью масштабирования и 3) анализ сетей
различными методами (кластеризация, анализ
графа и т.д.), включая возможность подключе�
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ния дополнительной информации из других ре�
сурсов. В качестве программ построения инте�
рактомных карт наибольшую популярность по�
лучили Cytoscape, NAViGaTOR, VisAnt, ProViz и
др. [97]. Первая интерактомная карта человека
появилась в 2004 году [98]. Она была построена
по гомологии с данными о белковых взаимодей�
ствиях модельных организмов: Saccharomyces
cerevisiae, Drosophila melanogaster и Caenorhabditis

elegans. На основе анализа сведений о белковых
взаимодействиях модельных организмов были
выделены консервативные участки интерактома.
Затем появились публикации по построению
карты ББВ для человека на основе результатов,
полученных высокопроизводительным методом
двугибридной дрожжевой системы [99]. В 2007
году была сконструирована первая карта на ос�
нове данных метода AP�MS [100]. Сеть состоит
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База данных

BioPlex

HAPPI

HPID

HPRD

PepCyber: P�Pep

TissueNet

UniHI

APID

BioGRID

ComPPI

DIP

IID

IntACT

I2D

STRING

MINT

3did

Интерактомные ресурсы, содержащие сведения о ББВ человека

Обновляемость

периодически
обновляемая

статичная

периодически
обновляемая

статичная

статичная

периодически
обновляемая

периодически
обновляемая

постоянно
обновляемая

постоянно
обновляемая

статичная

периодически
обновляемая

периодически
обновляемая

постоянно
обновляемая

периодически
обновляемая

постоянно
обновляемая

постоянно
обновляемая

статичная

Количество
ББВ для
человека

56 000

2 922 202

9000

41 327

11 269

243 706

573 995

385 438

496 730

1 311 184

9141

975 877

~455 000

296 008

~4 000 000

48 352

~6000

По типу данных

экспериментальная

комбинированная

комбинированная

комбинированная

предсказательная

предсказательная

предсказательная

комбинированная

комбинированная

комбинированная

комбинированная

комбинированная

экспериментальная

комбинированная

комбинированная

комбинированная

комбинированная

Ссылка

http://bioplex.hms.harvard.edu/

http://discovery.informatics.uab.edu/HAPPI/

http://wilab.inha.ac.kr/hpid/

http://www.hprd.org/

http://www.pepcyber.org/PPEP/

http://netbio.bgu.ac.il/tissuenet/

http://www.unihi.org/

http://cicblade.dep.usal.es:8080/APID/init.action

https://thebiogrid.org/

http://ComPPI.LinkGroup.hu

https://dip.mbi.ucla.edu/dip/

http://iid.ophid.utoronto.ca/

https://www.ebi.ac.uk/intact/

http://ophid.utoronto.ca/ophidv2.204/

https://string�db.org/

https://mint.bio.uniroma2.it/

http://3did.irbbarcelona.org/

Специализированная для человека

Содержащая данные для различных организмов
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из вершин (белков), связанных ребрами (белок�
белковые взаимодействия). По мере накопления
сведений об интерактоме возник интерес к ис�
следованию структур сетей.

В зависимости от расстояния между любыми
двумя узлами в сети выделяют три структуры
интерактомных сетей: «безразмерные» (scale�
free network), «маленького мира» (small�word
network) и «рандомные» (random network). В се�
тях «маленького мира» расстояния между узла�
ми небольшие, в отличие от «безразмерных».
«Рандомная» структура интерактомных сетей
была предложена первой, но оказалась не самой
удачной моделью, поскольку не включала в себя
узловые белки, или белки�«центры» («hub»)
[101]. Особенностью узловых белков является
повышенное количество взаимодействий по от�
ношению к другим белкам, участвующим в сети.

Ключевая роль узловых белков проявляется
в изменении биологического состояния [102].
Взаимодействия одного или нескольких белков�
«центров» с компонентами белковой сети быва�
ет достаточно для переключения клеточного
процесса. Основная часть белков, участвующих
в динамических процессах, экспрессируется не�
зависимо от узловых белков, образование кото�
рых происходит в течение всего процесса рабо�
ты комплекса (статистические узловые белки)
или обусловлено определенными условиями
(динамические узловые белки) [103]. Динамич�
ная модульная структура сети присуща различ�
ным видам биологических процессов, включая
экспрессию генов, посттрансляционную моди�
фикацию и субклеточную организацию.

Анализ сетей ББВ вычислительными и ста�
тистическими методами позволяет получать ин�
формацию об организации биологических сис�
тем [104]. Все больше внимания уделяется ис�
следованию интерактомных карт в медицин�
ском аспекте. Центральная гипотеза, лежащая в
основе связи карт ББВ и фенотипа заболеваний,
заключается в нарушении локальной или гло�
бальной структуры сетей, приводящей к патоло�
гическим изменениям [102].

С помощью исследований интерактомных
сетей возможно выявление новых аспектов кле�
точных процессов: не только при заболеваниях,
включающих в том числе наркологические зави�
симости [105] и взаимодействия с вирусами
[106], но и при поиске новых лекарств [107], в
том числе антибиотиков [108]. Непосредственно

в выявлении новых механизмов развития забо�
леваний ключевым фактором становится изме�
нение взаимодействий аберрантных протеоформ
[109]. Именно анализ сетей ББВ способствовал
развитию изучения протеоформ, которые уже
рассматриваются и в клиническом аспекте [110].

Несмотря на активно развивающиеся подхо�
ды геномного и постгеномного анализа совре�
менная интерактомика невозможна без биоин�
форматических методов. Высокопроизводи�
тельные технологии генерируют огромные мас�
сивы молекулярных данных, но расшифровка
этих данных подразумевает анализ их взаимо�
действий между собой. Построение интерак�
томных карт, равно как и их трактовка, возмож�
ны только с помощью методов биоинформати�
ки. Переход к прецизионной медицине требует
выявлять особенности «нормы» для каждого ин�
дивидуума. При сравнительно небольшом коли�
честве белок�кодирующих генов гетерогенность
на уровне протеома у человека значительна.

Для человека, согласно данным UniProt [17],
вариатив протеоформ, кодируемых с одного ге�
на, наибольший среди всех организмов, однако
количество «нейтральных» и «аномальных» бел�
ковых молекул только предстоит узнать. На фо�
не перехода к прецизионной медицине выявле�
ние особенности «нормы» для каждого индиви�
дуума – это вызов как для протеомики (детек�
ция всех транслируемых протеоформ, в том чис�
ле органоспецифичных), так и для интеракто�
мики (выявление критических протеоформ, ха�
рактерных для развития патологических состоя�
ний). В данных вопросах биоинформатика явля�
ется универсальным инструментом анализа на
всех уровнях получения и интерпретации ре�
зультатов, позволяя, в том числе, компенсиро�
вать ограничения экспериментальных методов.
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The human genome contains ca. 20,000 protein�coding genes, which could be translated into millions of unique pro�
tein species (proteoforms). Proteoforms coded by a single gene often differ in function, which implies differences in
their protein partners. By interacting with each other, proteoforms create a network reflecting dynamics of cellular
processes in an organism. Perturbations of protein–protein interactions cause changes in the network topology, which
often trigger pathological processes. The study of proteoforms is a relatively new research area in proteomics, that is
why there are relatively few experimental studies on interactions of proteoforms. Bioinformatics tools allow facilitat�
ing various tasks providing valuable complementary information to experimental data such as, for example, expand�
ing the possibilities in investigation of interactions of proteoforms.
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Данная работа посвящена изучению шаперонной и иммуноглобулинсвязывающей активностей рекомбинант�
ного белка Skp (rSkp) из Yersinia pseudotuberculosis с помощью методов динамического рассеяния света и по�
верхностного плазмонного резонанса. В качестве белков�субстратов использовали коммерческие образцы
поликлонального IgG человека, а также Fc� и Fab�фрагменты IgG человека. Было показано, что активность
rSkp сильно зависит от рН среды. Наиболее устойчивые низкомолекулярные комплексы с гидродинамичес�
ким радиусом до 10 нм шаперон образует с белками�субстратами при кислом значении рН буферного раст�
вора. В этих условиях rSkp Y. pseudotuberculosis показывает наибольшую устойчивость к самоассоциации,
максимальную аффинность связывания с IgG человека и его Fc� и Fab�фрагментами и наиболее эффектив�
но препятствует их агрегации, т.е. демонстрирует максимальную шаперонную активность. По мере увеличе�
ния рН среды сила взаимодействия rSkp с IgG и его фрагментами снижается, шаперон не может полностью
предотвратить агрегацию белковых субстратов, но значительно замедляет этот процесс. Полученная инфор�
мация может представлять практический интерес, поскольку стабильность терапевтических препаратов IgG
является важной проблемой безопасности и эффективности их применения в медицине.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: шаперон Skp, Yersinia pseudotuberculosis, иммуноглобулин G человека, Fc� и Fab�
фрагменты IgG, белок�белковые взаимодействия, динамическое рассеяние света, поверхностный плазмон�
ный резонанс.

DOI: 10.31857/S0320972520010078

ШАПЕРОННАЯ И ИММУНОГЛОБУЛИНСВЯЗЫВАЮЩАЯ
АКТИВНОСТИ Skp ИЗ Yersinia pseudotuberculosis*

© 2020 Е.В. Сидорин**, В.А. Хоменко, Н.Ю. Ким, Т.Ф. Соловьева

В современной литературе накоплено боль�
шое количество экспериментальных данных о
полифункциональной активности белков. Од�
ним из ярких примеров такого поведения био�
полимеров является белок шаперон Skp (seven�
teen kilodalton protein), широко представленный
в энтеробактериях. Он относится к семейству
гомологичных низкомолекулярных белков
(14–20 кДа) с ярко выраженными основными
свойствами (pI 9–10) [1–4]. Главными субстра�

тами Skp как шаперона являются белки наруж�
ной мембраны бактерий. Skp избирательно свя�
зывает несвернутые белки наружной мембраны,
когда они после транслокации через плазмати�
ческую мембрану перемещаются в периплазму,
и защищает их от агрегации [5–7]. Кроме того,
Skp также функционирует как шаперон, кото�
рый помогает в сворачивании растворимых бел�
ков в периплазме бактерий [8]. В этом качестве
Skp при его коэкспрессии увеличивает выход и
способствует корректному фолдингу экспресси�
рованных белков, включая полноразмерные им�
муноглобулины (антитела), их Fab�фрагменты и
многочисленные одноцепочечные производные
[9–11]. Наряду со способностью взаимодейство�
вать с белками наружной мембраны в качестве
шаперона, белки Skp обладают и другими свой�
ствами, которые могут быть биологически и фи�
зиологически значимыми. Они проявляют ли�
пополисахарид� и ДНК�связывающую актив�
ности [1, 2, 12, 13] и являются хемоаттрактанта�
ми для моноцитов и полиморфноядерных лей�
коцитов [14]. Между Skp и антигеном гистосов�
местимости человека HLA�B27 существует мо�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : rSkp – рекомбинантный бе�
лок Skp (seventeen kilodalton protein); IgG – иммуноглобу�
лин G человека; ДРС – динамическое рассеяние света;
Z�average – средний гидродинамический радиус частиц об�
разца (при анализе кумулянтов); RH – гидродинамический
радиус частиц (при анализе распределения); ППР – поверх�
ностный плазмонный резонанс; KD – кинетическая конс�
танта диссоциации комплекса; kd – константа скорости
диссоциации комплекса; ka – константа скорости ассоциа�
ции комплекса; RU – резонансная единица (resonance unit).

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.
bio.msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�
150, 02.12.2019.

** Адресат для корреспонденции.
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лекулярная мимикрия: в их аминокислотных
последовательностях имеются гомологичные
участки [15]. Это позволило предположить, что
данные белки могут обладать свойствами анти�
генов, иммунологически перекрестно реагиру�
ющих с HLA�B27. В то же время показано, что
гомологичные участки в последовательности
Skp не распознаются гуморальной иммунной
системой пациентов с заболеваниями, связан�
ными с HLA�B27 [16].

Ранее нами было показано, что Skp Yersinia
pseudotuberculosis обладает свойством неиммун�
ным способом (минуя антигенсвязывающие
участки IgG (антител)) связывать IgG человека и
кролика как в виде мономера Skp [17], так и в
форме гомотримера (Skp3) [18]. С помощью
компьютерного моделирования были построе�
ны модели пространственной структуры Skp,
Skp3 и его комплексов с Fc� и Fab�фрагментами
IgG1 человека. На основании полученных моде�
лей было выявлено, что наиболее вероятные
сайты связывания на молекуле иммуноглобули�
на находятся в области Fc� и Fab�фрагментов.
Построенные модели свидетельствуют о том,
что взаимодействие сразу двух молекул Skp3 с
молекулой IgG вполне вероятно. Нами было
также установлено, что Skp Y. pseudotuberculosis
связывается с порообразующим белком OmpF и
фосфолипазой А из наружной мембраны этой
бактерии [19]. 

Целью данной работы являлось определение
качественных и количественных характеристик
шаперонной и связывающей активностей Skp в
отношении IgG человека и его Fc� и Fab�фраг�
ментов при разных значениях pH среды.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы. В работе использовали Superdex
200 10/300 GL («GE Healthcare», США), акрила�
мид («Serva», Германия); центрифужные пробир�
ки для концентрирования с диаметром пор 3 кДа
Amicon Ultra («Merck Millipore», Германия); Ds�
Na, 96�луночные микропланшеты ProteOn, сен�
сорный чип GLC («Bio�Rad», США); набор ок�
рашенных белков�маркеров («Fermentas», Лит�
ва); кумасси R�250 («Sigma», США); IgG челове�
ка и Fc�фрагмент IgG человека («ICN
Biomedicals», США); Fab�фрагмент IgG человека
(«MP Biomedicals», США); БСА, овальбумин,
химотрипсиноген, миоглобин, цитохром с («ICN
Biomedicals», США); целлюлозные мембранные
фильтры 0,45 мкм («Agilent», США); PBS, рН 7,4
(«Helicon», Россия). Все остальные реактивы
имели квалификацию х.ч. («Реахим», Россия),
их использовали без дополнительной очистки.

В качестве буферных систем применяли PBS
(10 мМ NaH2PO4, 137 мM NaCl, 2 мM KCl, рН 7,4);
50 или 100 мМ СH3COONa/СH3COOH, рН 5,0
(буфер А); 50 мМ Tris�НСl, pH 7,4 (буфер Б); 50
или 100 мМ Tris�НСl, pH 8,0 (буфер В); 50 мМ
СH3COONa/СH3COOH, рН 6,0 (буфер Г).

Подготовка образцов IgG человека, Fc5 и Fab5
фрагментов IgG человека, rSkp из Y. pseudotuber�
culosis. С целью подготовки коммерческого об�
разца каждого белка, выбранного в качестве
белка�субстрата в реакции связывания с Skp
Y. pseudotuberculosis, использовали гель�фильт�
рацию. Навеску каждого лиофилизованного
белка растворяли в воде, полученные растворы
пропускали через фильтр 0,45 мкм и проводили
гель�фильтрацию на колонке Superdex 200
10/300 GL, предварительно уравновешенной
раствором PBS. Образцы наносили на колонку в
объеме 0,25 мл, скорость элюции составляла
0,5 мл/мин. Фракции объемом 0,5–0,7 мл, со�
державшие белок, собирали и определяли ин�
тенсивность оптического поглощения элюата
при 280 нм. Фракции объединяли по результа�
там Ds�Na�ПААГ�электрофореза и концентри�
ровали с помощью центрифужных пробирок
для концентрирования (диаметр пор 3 кДа). Об�
щее содержание белка в полученных образцах
IgG, Fc� и Fab�фрагментов определяли методом
Брэдфорд [20] с использованием лизоцима в ка�
честве калибровочного белка. 

Рекомбинантный белок Skp (rSkp) Y. pseudo*
tuberculosis экспрессировали в E. coli, выделяли
из клеток и очищали, как описано нами ранее
[18]. Концентрацию rSkp Y. pseudotuberculosis оп�
ределяли по УФ�спектрам в максимуме погло�
щения при 280 нм, принимая величину А0,1%

1 см

равной 0,185 (Swiss�Prot, P31520 и Q667J8).
Ds5Na5ПААГ5электрофорез. Электрофорез

проводили в присутствии Ds�Na по методу Лэмм�
ли [21]. Все образцы для электрофореза гото�
вили без прогревания при 100 °С в буфере для
образцов, не содержавшем меркаптоэтанол. В
качестве маркеров использовали набор окра�
шенных белков с молекулярными массами 11,
17, 24, 33, 40, 55, 72, 100 и 130 кДа. Белки, разде�
ленные в геле, окрашивали раствором кумасси
R�250 в 10%�ной уксусной кислоте и 45%�ном
этаноле.

Метод динамического рассеяния света (ДРС).
Размер частиц, образованных rSkp Y. pseudotu*
berculosis, белками�субстратами и их комплекса�
ми с шапероном в растворе, в зависимости от
времени инкубации и рН (5,1; 6,7 и 7,9) опреде�
ляли методом ДРС на приборе ZetaSizer Nano
ZS («Malvern», Великобритания), оснащенном
He�Ne�лазером (λ = 633 нм, 4 мВт), при угле
173°. Измерения проводили в кювете 10 × 10 мм
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при комнатной температуре (20 °С). Время на�
копления данных составляло 15–30 мин. Перед
определением размеров частиц готовили смесь
буферных растворов: 0,24 мл PBS + 0,34 мл
50 мМ буфера А + 0,62 мл либо 100 мМ буфера А
(рН 5,1), либо 50 мМ буфера Б (рН 6,7), либо
100 мМ буфера В (рН 7,9). При выполнении
экспериментов, в зависимости от задачи иссле�
дования, использовали PBS, содержавший либо
IgG (0,15 мг/мл), либо Fc�фрагмент IgG
(0,12 мг/мл), либо Fab�фрагмент IgG (0,12 мг/мл),
а также 50 мМ буфер А, содержавший rSkp
(0,28 мг/мл).

Расчет Z�average (среднего гидродинамичес�
кого радиуса частиц образца) и RH (гидродина�
мического радиуса) частиц при анализе их объ�
емного распределения выполняли с помощью
программного обеспечения к прибору (ZetaSizer
Nano ZS, «Malvern», Великобритания).

Спектры КД. Спектры КД регистрировали на
Chirascan�plus CD�спектрометре («Applied
Photophysics», Великобритания) в кварцевых
кюветах с длиной оптического пути 0,1 и 1 см
для съемки спектров в пептидной и ароматичес�
кой областях соответственно. В пептидной об�
ласти спектра КД (190–240 нм) рассчитывали
эллиптичность [θ] среднего остатка, принимая
молекулярную массу последнего равной 110 Да,
по формуле: 

[θ] = [θ]набл S × 110/(Cd) (град м2 дмоль–1),

где S – чувствительность шкалы прибора; C –
концентрация белка, мг/мл; d – толщина кюве�
ты, см. В ароматической области спектра КД
(240–320 нм) рассчитывали молярную эллип�
тичность [θ]М, принимая молекулярную массу
белка равной 16,1 кДа. Для снятия спектров КД
rSkp при разных значениях pH среды белок пе�
реводили в составные буферные растворы со
значениями рН 5,1; 6,7 и 7,9, как описано выше.

Определение олигомерной структуры rSkp
Y. pseudotuberculosis. Подтверждение олигомер�
ной структуры rSkp Y. pseudotuberculosis прово�
дили в нативных условиях с помощью FPLC�
хроматографа («Amersham Pharmacia Biotech»,
США) в буфере А методом гель�фильтрации на
колонке Superdex 200 10/300 GL, как описано
нами ранее [18]. Колонку предварительно ка�
либровали с помощью белков с известными мо�
лекулярными массами: БСА – 67, овальбумин –
45, химотрипсиноген – 24, миоглобин – 18, ци�
тохром с – 13 кДа. Относительная ошибка опре�
деления молекулярной массы составила 7%.

Метод поверхностного плазмонного резонанса
(ППР). Для получения количественных харак�
теристик взаимодействия Skp Y. pseudotuberculo*

sis с IgG человека и его Fc� и Fab�фрагментами
использовали метод ППР. Кинетику связывания
rSkp (аналит) с иммобилизованными на поверх�
ности сенсорного чипа GLC белками�субстра�
тами (лиганды) определяли с помощью матрич�
ного биосенсора ProteOn XPR 36 («Bio�Rad»,
США). Ковалентную иммобилизацию лигандов
на чипе проводили с использованием набора ре�
активов Amin Coupling Kit («Bio�Rad», США)
согласно инструкции производителя. Уровень
связывания лиганда контролировали по изме�
нению сигнала биосенсора (RU – resonance unit,
резонансная единица). Плотность посадки сос�
тавила 1420 RU для IgG, 690 RU для Fc�фраг�
мента и 1060 RU для Fab�фрагмента IgG. В каче�
стве контрольного канала служил канал без им�
мобилизованного белка. В ходе выполнения
экспериментов использовали буферные систе�
мы: 50 мМ буферы А, Б, В и Г. Концентрацию
аналита изменяли в интервале 0,1–5,0 мкМ. В
каждом эксперименте стадии ассоциации и дис�
социации аналита проводили при скорости по�
тока 25 мкл/мин в течение 500 с. Все экспери�
менты осуществляли при температуре 25 °С. Ре�
генерацию поверхности сенсорного чипа вы�
полняли 50 мМ раствором NaOH при скорости
потока 30 мкл/мин в течение 60 с. Для удаления
возможных артефактов связывания экспери�
ментальные данные, полученные на реакцион�
ных поверхностях лиганд–аналит, последова�
тельно обрабатывали путем вычитания резуль�
татов, полученных на контрольных поверхнос�
тях (reference surfaces) и при введении буферных
систем без образцов белка (blank injections).
Дальнейший анализ сенсограмм проводили с
помощью программного обеспечения ProteOn
Manager 3.0 («Bio�Rad», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние pH среды на агрегацию Skp Y. pseudo�
tuberculosis. Наши наблюдения показали, что
rSkp Y. pseudotuberculosis может длительное вре�
мя храниться в буферных растворах с низкими
значениями рН (4,0–5,0), сохраняя иммуногло�
булинсвязывающую активность, но достаточно
быстро (в течение недели) агрегирует и выпада�
ет в осадок при нейтральных и основных значе�
ниях pH. Поэтому перед изучением шаперон�
ной и иммуноглобулинсвязывающей активнос�
тей Skp Y. pseudotuberculosis методом динамичес�
кого рассеяния света (ДРС) было исследовано
поведение rSkp в растворах в зависимости от
значения рН и времени инкубации. Получен�
ные результаты представлены на рис. 1 и в
табл. 1.
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По данным метода ДРС, rSkp в 50 мМ нат�
рий�ацетатном буфере (рН 5,0) имел в течение
шести дней мономодальное распределение с
преимущественным содержанием частиц с RH и
Z�average, равными 3,8 и 6,4 нм соответственно
(рис. 1, а; табл. 1). Подобное распределение час�
тиц шаперона по RH также наблюдалось в тече�
ние первых 4 ч в растворах с нейтральным и ще�
лочным значениями рН, но при этом величина
Z�average образцов резко возрастала (табл. 1),
что свидетельствует о начале процесса самоассо�
циации белка. Дальнейшая инкубация растворов
в течение 24 ч приводила к еще большему увели�
чению Z�average и появлению изменений в рас�
пределении частиц по размерам: в растворе с
рН 6,7 преимущественно сохранялись мелкие
частицы (3,6 нм), в то время как в буфере с
рН 7,9 частиц с RH < 200 нм не наблюдалось
(рис. 1, б). Таким образом, можно сделать вывод
о том, что при изменении значений рН среды от
кислых к щелочным наблюдаются самоассоциа�
ция и агрегация rSkp Y. pseudotuberculosis, и ско�
рость этих процессов увеличивается с возраста�
нием рН в направлении к изоэлектрической точ�
ке белка (pI 9,33).

Пространственная структура rSkp. Влияние
рН на структуру белка изучали с помощью КД�
спектроскопии и ДРС. Спектры КД rSkp в бу�
ферных растворах с рН 5,0; 6,7 и 7,9 в дальней
УФ�области имеют одинаковую интенсивность
сигнала и форму с минимумами при 208 и 222 нм,
что указывает на преобладание в белке α�струк�
туры (рис. 2, а). Спектры остаются неизменны�
ми при инкубации белка в растворе в течение
первых 24 ч (1, 4 и 24 ч). При дальнейшей выде�
ржке rSkp (72 ч) при рН 5,0 характеристики
спектра практически не изменяются, а при
рН 6,7 и 7,9 заметно уменьшается амплитуда
спектров при сохранении их формы, что может
быть связано с присутствием в растворе белко�
вых агрегатов, которые не определяются мето�
дом КД�спектроскопии [22]. 

Спектры КД rSkp в ближней УФ�области
были использованы для выявления возможных
трансформаций в третичной структуре белка
при изменении рН среды (рис. 2, б). Как изве�
стно, спектры в области 260–320 нм обусловле�
ны ароматическими аминокислотами. Зрелый
Skp имеет два остатка Tyr и четыре остатка Phe
на мономер, часть из которых находится в
конформационно гибкой области молекулы
(α�спиральный домен в форме щупалец) [18,
23]. Как видно на рис. 2, б, наибольшую ампли�
туду и наиболее выраженную тонкую структу�
ру (пики при 260 и 270 нм, характерные для
Phe, и при 278 и 285 нм, относящиеся к Tyr)
имеет спектр белка в буфере с рН 5,0. При рН
6,7 наблюдаются небольшие изменения в
спектре: немного уменьшается величина сиг�
нала и высота пиков. Возрастание рН до 7,9
приводит к изменению знака спектра, дальней�
шему уменьшению его амплитуды и сглажива�
нию при сохранении характеристических пи�
ков. Увеличение времени инкубации белка от 1
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Рис. 1. Объемное распределение по размеру частиц rSkp Y. pseudotuberculosis: а – в буфере с pH 5,0, инкубация в течение
6 дней (сплошная толстая линия); в буфере с pH 6,7, инкубация в течение 4 ч (сплошная тонкая линия) и 24 ч (пунктир�
ная линия); б – в буфере с pH 7,9, инкубация в течение 1 ч (сплошная толстая линия), 4 ч (сплошная тонкая линия) и 24 ч
(пунктирная линия)

Таблица 1. Средние значения гидродинамических радиусов
(Z�average и RH) rSkp Y. pseudotuberculosis в водных раство�
рах при разных значениях pH и сроках инкубации

Значение рН

5,0

6,7

7,9

Время
инкубации

6 дней

4 ч
24 ч

1 ч
4 ч

24 ч

Z�average, нм

6,4

61,1
341,2

155,3
153,9
382,6

RH, нм

3,8

3,7
3,5

4,0
4,6

319,2
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до 72 ч не приводит к существенным изменени�
ям в спектрах.

Согласно результатам ДРС, в интервале рН
5,0–8,0 наблюдается симметричное мономо�
дальное распределение rSkp с небольшой шири�
ной и RH, равным (3,7 ± 0,3) нм (рис. 1). Как
видно на рис. 2, в, рекомбинантный белок элю�
ируется с колонки Superdex 200 10/300 GL в ви�
де одного симметричного пика, который соот�
ветствует белку с кажущейся молекулярной мас�
сой (45,2 ± 3,0) кДа и, следовательно, тример�
ной форме шаперона [18].

Таким образом, увеличение рН от 5,0 до 7,9
не оказывает влияния на вторичную и олигомер�
ную структуру rSkp, но, возможно, вызывает не�
которую дестабилизацию третичной структуры.

Влияние rSkp на агрегацию IgG и его фрагмен5
тов при разных значениях pH среды. В качестве
белков�субстратов для связывания с шапероном
rSkp использовали коммерческие образцы по�
ликлонального IgG, Fc� и Fab�фрагменты IgG.
Перед проведением экспериментов исследуе�
мые белки дополнительно очищали с помощью
гельпроникающей хроматографии на колонке
Superdex 200 10/300 GL, уравновешенной раст�
вором PBS. По данным ДРС, образец иммуно�
глобулина в PBS имел мономодальное объемное
распределение по размерам, RH составлял (5,6 ±
± 0,5) нм, что согласуется с размером мономера
IgG, приведенным в литературе [24–27], и вели�
чину Z�average, равную 17 нм. Образцы Fc� и
Fab�фрагментов IgG также демонстрировали
мономодальное объемное распределение по
размерам и имели величины Z�average 14 и 11 нм
соответственно и RH (3,3 ± 0,3) нм, одинаковые
для обоих белков.

В последние годы большое внимание уде�
ляется изучению стабильности биофармацев�
тических препаратов на основе биологически
активных белков. Одним из таких белков, по�
лучивших широкое применение в медицине,
является IgG. Изучение различных аспектов

взаимодействия и агрегации молекул IgG
[28–30] и факторов, влияющих на эти процессы
[31–34], представляет не только фундаменталь�
ный, но и прикладной интерес при разработке
лекарственных препаратов. В данной работе мы
наблюдали агрегацию IgG, Fc� и Fab�фрагмен�
тов при переводе из PBS в буферные растворы с
меньшей ионной силой с кислым, нейтральным
или основным значениями pH. Исследуемые
белки демонстрировали увеличение Z�average,
ширины распределения по размерам (мульти�
модальное распределение) и относительного со�
держания (%) частиц с RH > 10 нм. На рис. 3
приведены диаграммы относительного содер�
жания (%) частиц при их объемном распределе�
нии по размеру (RH) и Z�average частиц, образо�
ванных белками�субстратами при разной дли�
тельности их инкубации в растворах при трех
значениях рН (5,1; 6,7 и 7,9 соответственно) в
отсутствие (рис. 3, а–в) и в присутствии rSkp
Y. pseudotuberculosis (рис. 3, г–е).

Как можно видеть из диаграмм, IgG, Fc� и
Fab�фрагменты агрегируют с разной скоростью
в зависимости от значения рН среды. При кис�
лых и щелочных значениях pH (рис. 3, а, в) ско�
рость агрегации исследуемых белков намного
выше, чем в нейтральной среде (рис. 3, б), при
этом в кислых условиях она максимальна.

Рост относительного содержания мелких
частиц с RH менее 10 и 200 нм при увеличении
времени выдерживания в кислых растворах до
24 ч и более (рис. 3, а), вероятно, связан с обра�
зованием крупных седиментирующих агрегатов,
которые выпадают в осадок из раствора и не
учитываются при анализе.

C целью изучения возможных шаперонных
свойств rSkp Y. pseudotuberculosis в отношении
IgG и его фрагментов, т.е. его способности пред�
отвращать агрегацию исследуемых белков, об�
разуя с ними растворимые комплексы, в раство�
ры иммуноглобулинов с разными значениями
рН добавляли шаперон в молярном соотноше�
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Рис. 2. Спектры КД rSkp в дальней (а) и ближней (б) областях УФ�спектра при значениях pH среды 5,0 (1), 6,7 (2) и 7,9 (3)
в течение 1 ч (сплошная линия) и 72 ч (пунктирная линия). Гель�фильтрация rSkp (в) на колонке Superdex 200 HR в 50 мМ
натрий�ацетатном буфере, pH 5,0
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Рис. 3. Объемное распределение по размеру (RH) и Z�average частиц, образованных белками�субстратами в растворе, в за�
висимости от времени инкубации и рН. Растворы белков в отсутствие (а–в) и в присутствии rSkp (г–е)
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нии Skp3 : IgG (8 : 1) и Skp3 : Fc� или Fab�фраг�
менты IgG (3,5 : 1) (в расчетах использовали мо�
лекулярную массу тримера Skp3). По данным
ДРС, в присутствии rSkp скорость процессов са�
моассоциации и агрегации белков�субстратов
существенно снижалась: рост относительного
содержания (%) частиц с RH > 10 нм и значений
Z�average образцов заметно замедлялся (рис. 3,
г–е). В проведенных экспериментах наблюда�
лось значительное влияние рН среды на прояв�
ление rSkp шаперонной активности. В случае
кислого значения рН раствора (в условиях наи�
большей стабильности rSkp) шаперон образо�
вывал с белками устойчивые (до 48 ч) низкомо�
лекулярные комплексы с RH до 10 нм
(99,5–99,8%; рис. 3, г). В растворах с нейтраль�
ным и щелочным значениями рН (6,7 и 7,9) ша�
перонная активность rSkp заметно снижалась
(рис. 3, д, е). При этих значениях рН достаточно
высокое (98,2–99,8%) относительное содержа�
ние образованных в первые 20 мин низкомоле�
кулярных комплексов (RH до 10 нм) сохранялось
в течение первых 4–5 ч. Исключение составил
раствор, содержавший шаперон с Fab�фрагмен�
том IgG при рН 7,9: образующиеся частицы
имели RH в интервале 10–200 нм (100%). Даль�
нейшая инкубация растворов в течение 24 и 48 ч
приводила к значительному увеличению доли
крупных частиц (рис. 3, д, е), размер которых
составлял 10–200 нм и более при рН 6,7 и свыше
200 нм (100%) при рН 7,9. Полученные результа�
ты говорят о том, что при pH 6,7 и 7,9 rSkp не
способен полностью предотвратить самоассо�
циацию и агрегацию IgG и его фрагментов, но
может существенно замедлять эти процессы.

В последнее время появляется все больше
данных о том, что нарушения в структуре бел�
ков, вызванные изменениями рН среды, влияют
на их шаперонную активность [35–37]. Полу�
ченные результаты также хорошо демонстриру�
ют рН�зависимый характер шаперонной актив�
ности rSkp Y. pseudotuberculosis. Наиболее устой�
чивые низкомолекулярные комплексы (RH до
10 нм) между шапероном и IgG, Fc� или Fab�
фрагментами образуются только при кислых
значениях рН среды. При повышении рН шапе�
ронная активность rSkp снижается, и агрегация
белков�субстратов замедляется незначительно.
На основании полученных нами данных можно
предложить модель ингибирующего действия
шаперона на рН�индуцированную агрегацию
белков, согласно которой rSkp стабильно связы�
вает белки�субстраты при низких значениях рН,
тем самым предотвращая их необратимую агре�
гацию, рН�нейтрализация реакционной среды
вызывает медленное высвобождение белков из
их комплексов с шапероном.

По своим шаперонным свойствам Skp имеет
сходство с недавно открытыми гомодимерными
шаперонами HdeA и HdeB, которые обеспечива�
ют устойчивость Escherichia coli к кислотному
стрессу [38, 39]. Эти шапероны, подобно Skp, на�
ходятся в периплазме, имеют небольшую моле�
кулярную массу, являются АТФ�независимыми
и защищают белки периплазмы от разворачива�
ния и агрегации в кислых условиях. Они активи�
руются при низких значениях рН и функциони�
руют в форме частично развернутых мономеров.
В то же время Skp при кислых значениях рН, как
было показано, сохраняет нативную вторичную
и олигомерную структуру. Однако для того чтобы
однозначно говорить о различии между выше�
названными шаперонами по свойствам и меха�
низму действия, необходимо изучить шаперон�
ную активность и структуру Skp при более низ�
ких значениях рН (< 5), при которых HdeA и
HdeB активны и функционируют.

Кинетические характеристики связывания Skp
с IgG, Fc5 или Fab5фрагментами при разных значе5
ниях pH среды. Для изучения взаимодействия и
определения количественных характеристик
связывания Skp с IgG человека и его Fc� и Fab�
фрагментами при разных значениях pH среды
использовали метод поверхностного плазмон�
ного резонанса (ППР). 

На рис. 4 представлены сенсограммы (экспе�
риментальные и теоретические) связывания
rSkp с IgG человека и его фрагментами при раз�
ных значениях pH среды. Количественные ха�
рактеристики связывания: кинетическая конс�
танта диссоциации комплексов (KD), главный
параметр, определяющий силу связывания ли�
ганд–аналит, константы скорости ассоциации и
диссоциации комплексов (ka и kd соответствен�
но) – приведены в табл. 2. Графические данные
(рис. 4) и значения квадратичных отклонений
(χ2, табл. 2) свидетельствуют в пользу того, что
использованные для аппроксимации получен�
ных результатов модели, согласно которым свя�
зывание rSkp с Fc� и Fab�фрагментами IgG наи�
лучшим образом соответствует кинетической
модели «двух состояний», а с IgG – модели «ге�
терогенного лиганда», можно считать удовлет�
ворительными для расчета количественных ха�
рактеристик межмолекулярных взаимодействий
лиганд–аналит. Анализ связывания rSkp с бел�
ками�субстратами при одной концентрации ша�
перона и одном значении pH среды (5,0), но
разной скорости протока аналита через ячейку
(25, 35 и 45 мкл/мин; рис. 5) показал, что в реак�
ции лиганд–аналит отсутствуют эффекты, огра�
ничивающие массоперенос.

Константы диссоциации изученных комп�
лексов имеют достаточно низкие значения, что
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указывает на специфические взаимодействия
между компонентами. Сила связывания rSkp с
IgG человека и его фрагментами сильно зависит
от значений pH среды: при pH 5,0 она является
максимальной со всеми белками�субстратами и
значительно уменьшается при увеличении pH
(рис. 6, табл. 2). Уменьшение аффинности взаи�
модействия с ростом величины pH обусловлено

прежде всего значительным увеличением ско�
рости диссоциации комплексов.

В условиях pH среды, близких к нейтраль�
ным (6,0 и 7,4), наблюдаются наибольшие разли�
чия в кинетике образования и распада комплек�
сов rSkp с белками�лигандами. Если при увели�
чении pH от 6,0 к 7,4 характер изменения kd

комплексов для Fc� и Fab�фрагментов IgG оди�
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Иммуно�
глобулин

Fc�фрагмент 

IgG

Fab�фрагмент

IgG

IgG

Таблица 2. Количественные характеристики связывания rSkp с IgG человека, Fc� и Fab�фрагментами IgG при разных
значениях pH среды

χ2,
RU

5,7

2,1

0,8

2,9

2,1

2,1

0,9

2,1

2,8

2,9

2,5

6,8

ka2, 1/s

(2,1 ± 0,1) × 10−3

(6,1 ± 1,7) × 10−3

(3,6 ± 0,1) × 10−3

(2,4 ± 0,1) × 10−3

(8,1 ± 1,4) × 10−4

(8,2 ± 1,6) × 10−3

(6,5 ± 0,7) × 10−4

(3,0 ± 0,2) × 10−3

(2,3 ± 0,3) × 105

(5,0 ± 0,3) × 105

(9,1 ± 0,6) × 104

(7,3 ± 0,7) × 104

KD1,
kd/ka

8,0 × 10−8

2,6 × 10−6

1,9 × 10−7

2,9 × 10−7

3,1 × 10−8

9,7 × 10−7

1,7 × 10−6

1,8 × 10−7

5,6 × 10−9

2,6 × 10−7

2,6 × 10−8

1,1 × 10−6

kd, 1/s

(9,1 ± 0,4) × 10−3

(1,4 ± 0,3) × 10−1

(5,6 ± 0,5) × 10−2

(7,2 ± 0,4) × 10−3

(2,4 ± 0,3) × 10−3

(1,5 ± 0,4) × 10−1

(8,5 ± 0,7) × 10−2

(7,5 ± 0,4) × 10−3

(6,1 ± 0,2) × 10−4

(5,1 ± 0,4) × 10−2

(1,10 ± 0,03) × 10−2

(4,7 ± 0,5) × 10−2

KD2,
kd/ka

−
−
−
−

−
−
−
−

6,9 × 10−8

7,1 × 10−8

6,5 × 10−7

1,0 × 10−6

kd2, 1/s

(6,8 ± 0,7) × 10−4

(9,0 ± 0,01) × 10−1

(2,8 ± 0,3) × 10−4

(4,4 ± 0,2) × 10−4

(6,7 ± 1,7) × 10−5

(4,400 ± 0,006) × 10−1

(8,7 ± 3,4) × 10−4

(6,8 ± 0,4) × 10−4

(1,6 ± 0,07) × 10−2

(3,6 ± 0,2) × 10−2

(4,4000 ± 0,0005) × 10−3

(7,3 ± 0,8) × 10−2

pH

5,0

6,0

7,4

8,0

5,0

6,0

7,4

8,0

5,0

6,0

7,4

8,0

ka, 1/Ms

(1,10 ± 0,02) × 105

(5,4 ± 2,5) × 104

(3,0 ± 0,2) × 105

(2,50 ± 0,06) × 104

(7,7 ± 0,3) × 104

(1,6 ± 0,3) × 105

(5,0 ± 0,6) × 104

(4,10 ± 0,08) × 104

(1,10 ± 0,01) × 105

(1,9 ± 0,1) × 105

(4,4 ± 0,3) × 105

(4,3 ± 0,3) × 104

Рис. 4. Сенсограммы связывания rSkp с IgG (а), Fc�фрагментом (б) и Fab�фрагментом (в) IgG человека в буферных раст�
ворах, pH среды: 5,0 (1), 6,0 (2), 7,4 (3) и 8,0 (4)

Рис. 5. Сенсограммы связывания rSkp с IgG (а), Fc�фрагментом (б) и Fab�фрагментом (в) IgG человека в натрий�ацетат�
ном буфере, pH 5,0, при скорости протока аналита 25 (1), 35 (2) и 45 (3) мкл/мин
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наков (уменьшение в 2,5 и 1,8 раза соответствен�
но), то ka для Fc�фрагмента увеличивается в 5,6
раза, а для Fab�фрагмента – уменьшается в 3,2
раза (табл. 2). Это приводит к тому, что в данном
интервале pH аффинность связывания с Fc�
фрагментом возрастает, а с Fab�фрагментом –
уменьшается (рис. 6, а). Полученные данные
коррелируют с результатами ДРС, согласно ко�
торым шаперонная активность rSkp при pH 6,7
выше по отношению к Fc�фрагменту, чем к Fab�
фрагменту IgG (рис. 3, д). Возможно, различия
между Fc� и Fab�фрагментами при взаимодей�
ствии с rSkp объясняются тем, что изоэлектри�
ческие точки этих белков находятся в области
рН 6,0–7,4, и при этом Fc�фрагмент имеет более
низкое значение pI, чем Fab�фрагмент [40]. В
случае IgG характер зависимости величин конс�
тант диссоциации от pH в интервале 6,0–7,4 для
сайта с KD1 подобен таковому для Fc�фрагмента,
а для сайта с KD2 совпадает с таковым для Fab�
фрагмента (рис. 6, б). Это позволяет предпола�
гать, что KD1 и KD2 относятся к связыванию rSkp
с Fc� и Fab�фрагментами (соответственно) на
иммобилизованном IgG человека.

При увеличении pH среды от 7,4 до 8,0 аф�
финность взаимодействия rSkp с Fc�фрагментом
остается неизменной, а с Fab�фрагментом – уве�
личивается (рис. 6, а, табл. 2). Эти результаты
плохо соответствуют данным ДРС, согласно ко�
торым rSkp имеет самую низкую шаперонную ак�
тивность при pH 7,9 (рис. 3, е). Возможно, это яв�
ляется результатом занижения значений KD за
счет быстрой самоассоциации rSkp в качестве
аналита в щелочной среде вблизи изоэлектричес�
кой точки (табл. 1). Подобное кажущееся увели�
чение аффинности, наблюдаемое методом ППР, с
ростом размеров агрегатов, участвующих в реак�
ции лиганд�рецепторного взаимодействия, ранее

было описано в литературе [41]. На молекуле IgG
при pH 8,0 в сравнении с другими значениями pH
оба сайта связывания демонстрируют самую низ�
кую аффинность взаимодействия (рис. 6, б;
табл. 2), что хорошо согласуется с проявлением
rSkp низкой шаперонной активности, наблюдае�
мой методом ДРС при pH 7,9 (рис. 3, е). Однако
это не исключает того, что значения KD могут
быть занижены по причине самоассоциации rSkp.

Проведенное исследование показало, что в
интервале pH 5,0–8,0 максимальную иммуно�
глобулинсвязывающую и шаперонную актив�
ности rSkp Y. pseudotuberculosis проявляет в рас�
творе с кислым значением pH, при котором он
наиболее стабилен. По мере увеличения pH сре�
ды наблюдается медленная самоассоциация и
агрегация шаперона, а также заметное сниже�
ние его связывающих свойств.

Полученная информация может представлять
практический интерес в связи с тем, что имму�
ноглобулины широко используются в медицине
в качестве эффективных терапевтических препа�
ратов для лечения ряда аутоиммунных заболева�
ний, рака и других патологий. Агрегаты IgG, ко�
торые образуются при длительном хранении,
увеличивают иммуногенность препаратов, а так�
же изменяют их физические свойства, в первую
очередь вязкость. Контроль над агрегацией явля�
ется ключом к производству качественных и ста�
бильных биофармацевтических препаратов.

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

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания каких�либо иссле�
дований с участием людей или использованием
животных в качестве объектов.
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Рис. 6. Зависимость KD комплексов rSkp Y. pseudotuberculosis с IgG и его Fc� и Fab�фрагментами от pH среды. Взаимодей�
ствие шаперона: а – с Fc�фрагментом (сплошная линия) и Fab�фрагментом (пунктирная линия); б – с IgG человека;
KD1 – сплошная линия, KD2 – пунктирная линия
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Here, we determined qualitative and quantitative characteristics of the chaperone and immunoglobulin�binding activ�
ities of recombinant Skp protein (rSkp) from Yersinia pseudotuberculosis using the methods of dynamic light scatter�
ing and surface plasmon resonance. Commercial human polyclonal IgG and Fc and Fab fragments of human IgG
were used as substrate proteins. The activity of rSkp strongly depended on the medium pH. The most stable low�mole�
cular�weight complexes with a hydrodynamic radius up to 10 nm were formed by rSkp and protein substrates at acidic
pH values. Under these conditions, rSkp exhibited the lowest propensity to self�association and the highest affinity for
human IgG and its Fc and Fab fragments, as well as prevented their aggregation most efficiently (i.e., demonstrated
the maximal chaperone activity). As the medium pH increased, the affinity of rSkp for IgG and its fragments
decreased; rSkp was not able to completely prevent the aggregation of protein substrates, but significantly slowed it
down. The obtained information may be of practical interest, since the stability of therapeutic IgG preparations affects
their safety and efficacy in medical applications.

Keywords: Skp chaperone, Yersinia pseudotuberculosis, human immunoglobulin G, Fc and Fab fragments of IgG, pro�
tein–protein interactions, dynamic light scattering, surface plasmon resonance
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В наших предыдущих работах была высказана идея о том, что для поиска ослабленных участков в белке
можно использовать программы, предсказывающие нативно!развернутые участки по аминокислотной по!
следовательности. Участки, предсказанные такими программами, являются подходящими мишенями для
введения мутаций, стабилизирующих белок. Однако при исследовании каждого конкретного белка остает!
ся непонятным, что является определяющим для стабилизации – аминокислотная последовательность
(и, соответственно, предсказание ослабленности) или пространственная структура белка. Чтобы это выяс!
нить, необходимо исследовать два белка, одинаковых по структуре, но отличающихся по аминокислотной
последовательности и, соответственно, с разным предсказанием ослабленности. Введение одинаковых му!
таций в одинаковые структурные элементы в разных белках поможет экспериментально выяснить, что яв!
ляется определяющим фактором для повышения стабильности белка – предсказания ослабленности или
пространственная упаковка белка. Для таких исследований мы выбрали рибосомные белки L1 из галофиль!
ной археи Haloarcula marismortui (HmaL1) и L1 из экстремофильной бактерии Aquifex aeolicus (AaeL1). Эти
белки одинаковы по структуре, но различны по аминокислотной последовательности. Показано, что ди!
сульфидная связь, введенная в участок, предсказанный как структурированный в белке AaeL1, не привела
к повышению температуры плавления белка. В то же время дисульфидная связь, введенная в такой же
структурный элемент, но предсказанный как ослабленный участок в белке HmaL1, привела к повышению
температуры плавления приблизительно на 10 градусов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рибосомный белок L1, стабилизация глобулярных белков, нативно!развернутые
участки белков, дисульфидные связи.

DOI: 10.31857/S032097252001008X

ПРОВЕРКА ПОДХОДА К СОЗДАНИЮ СТАБИЛЬНЫХ ФОРМ
БЕЛКОВ, ОСНОВАННОГО НА ПРЕДСКАЗАНИИ

НАТИВНО�РАЗВЕРНУТЫХ УЧАСТКОВ,
НА ПРИМЕРЕ РИБОСОМНЫХ БЕЛКОВ L1*

© 2020 Г.С. Нагибина**, В.В. Марченков, К.А. Глухова, Т.Н. Мельник, Б.С. Мельник

В середине прошлого века были открыты
белки, не имеющие фиксированной третичной
структуры – так называемые «неупорядочен!
ные» белки [1]. Активное изучение таких белков
началось в конце 1990!х гг. Последние несколь!
ко лет исследованию таких белков было посвя!
щено большое количество работ [2, 3]. Интерес
к нативно!развернутым белкам инициировал
активное развитие теоретических программ,
позволяющих предсказывать по аминокислот!
ной последовательности, к какому из классов
относится белок: к полностью структурирован!
ным или к нативно!развернутым [2, 3]. Такие
программы основаны на совершенно разных тео!

ретических подходах (например, нейронные се!
ти – DISOPRED [4] или подсчет статистики
встречаемости отдельных аминокислотных ос!
татков в разных белках в участках, которые не
детектируются методом рентгеноструктурного
анализа – DisEMBL [5]). Также существуют
программы, объединяющие в себе несколько
разных подходов, так называемые метапредик!
торы: PONDR!FIT [6].

Оказалось, что, несмотря на различия в тео!
ретических подходах, результаты предсказаний
разных программ довольно хорошо согласуют!
ся. Более того, по расчетам таких программ вид!
но, что практически в любом плотно упакован!
ном белке есть небольшие участки полипептид!
ной цепи, которые предсказываются как натив!
но!развернутые, хотя по своей структуре они
плотно упакованы, структурированы и ничем
особо не отличаются от других участков иссле!
дованных белков [7]. Мы предположили, что реа!

* Первоначально английский вариант рукописи опубли!
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.
bio.msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19!
242, 02.12.2019.

** Адресат для корреспонденции.
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лизованные в этих программах алгоритмы поз!
воляют предсказать не только нативно!развер!
нутые участки (подвижные и неструктурирован!
ные), но и участки, не способные к самостоя!
тельному приобретению жесткой упаковки. В
нашей предыдущей работе мы проверили идею,
что именно такие участки могут являться
«целью» для введения стабилизирующих струк!
туру мутаций, а именно искусственных дисуль!
фидных связей, введенных на поверхности бел!
ка [8]. Нашей целью была стабилизация белка
Gαo из Drosophila melanogaster, который долгое
время не удавалось закристаллизовать. Мы
предположили, что проблема заключается в
подвижности и нестабильности отдельных
участков полипептидной цепи этого белка.
Аминокислотная последовательность белка
Gαo была проанализирована с помощью про!
грамм PONDR!FIT и isUnstruct [6, 9]. Один из
участков структуры этого белка был предсказан
как нативно!развернутый. В этом участке нами
была спроектирована дисульфидная связь, ко!
торая привела к стабилизации структуры белка
Gαo на 4 градуса при тепловой денатурации [8].
Эта работа показала, что для поиска ослабленных
участков в белках действительно можно исполь!
зовать программы, предсказывающие нативно!
развернутые участки полипептидной цепи.

Для более детальной проверки этой идеи не!
обходимо убедиться, что основным параметром,
влияющим на стабилизацию белка при введе!
нии мутации, является именно предсказанная
ослабленность участка полипептидной цепи, а
не особенности вторичной или третичной
структуры белка.

Для этого необходимо исследовать два белка
одинаковых по структуре, но достаточно сильно
отличающихся по аминокислотной последова!
тельности.

Такими объектами были выбраны рибосом!
ные белки L1 из галофильной археи Haloarcula
marismortui (HmaL1) и L1 из экстремофильной
бактерии Aquifex aeolicus (AaeL1). Структура
AaeL1 известна [10], для белка HmaL1 структура
была смоделирована [11]. Оба эти белка имеют
характерную для рибосомных белков L1 струк!
туру, в которой можно выделить два домена, со!
единенные двухтяжевой междоменной перетяж!
кой. N! и С$концы белка располагаются в доме!
не I, который отвечает за связывание 23S рРНК.
Домен II участвует в процессе узнавания рРНК
[11]. Особенность этих белков заключается в
том, что они различаются по своей аминокис!
лотной последовательности (идентичность
33%), но схожи по пространственной структуре.
Именно поэтому мы остановили свой выбор на
рибосомных белках L1, структура которых вы!

соко консервативна. К сожалению, достаточно
отличающаяся аминокислотная последователь!
ность, у которой достоверно различаются пред!
сказания нативно!развернутых участков, оказа!
лась только у белков, «приспособленных» к
функционированию в разных условиях. По!
скольку в данной работе не стояла задача срав!
нить между собой белки L1 из разных организ!
мов, нам нужно сравнить белок дикого типа и
мутантный, т.е. понять тенденцию, как повлия!
ли дисульфидные связи, введенные в одинако!
вые участки структуры белка, но с разными
предсказаниями нативно!развернутости, на ста!
бильность белков. Безусловно, сравнение в каж!
дой паре белков проводилось в одинаковых ус!
ловиях.

Далее мы остановимся на анализе домена II
этих белков, поскольку предсказания нативно!
развернутости этого домена отличаются для
двух исследуемых белков: в белке HmaL1 домен II
предсказывается как нативно!развернутый, а в
белке AaeL1 – как частично структурирован!
ный. Поэтому дизайн мутаций во втором доме!
не белков L1 позволит сравнить влияние введе!
ния дисульфидных связей в одинаковых струк!
турных элементах на белки с одинаковой струк!
турой, но с разным аминокислотным составом,
и потому с разной предрасположенностью быть
нативно!развернутыми. Такие исследования
позволят нам проверить предположение о том,
что для дизайна мутаций, повышающих ста!
бильность белков, можно использовать теорети!
ческие подходы, предсказывающие нативно!
развернутые участки белков.

Наши предположения полностью подтвер!
дились. Дисульфидная связь, введенная в
HmaL1 на участке аминокислотной последова!
тельности, предсказанной как нативно!развер!
нутый, привела к повышению стабильности
белка. Дисульфидная связь, введенная в такой
же по структуре, но предсказанный как структу!
рированный участок белка AaeL1, не повлияла
на стабильность белка.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Генетическую конструкцию, содержащую ген
белка AaeL1 (pET11a!PL!AaeL1) экспрессиро!
вали в штамме!суперпродуценте Escherichia coli
BL21 (DE3). Плазмида с геном мутантной фор!
мы белка AaeL1 была сконструирована на осно!
ве вектора pET11a!PL!AaeL1 («Novagen», США)
и пары праймеров («Евроген», Россия), указан!
ных в таблице, методом сайт!направленного му!
тагенеза с использованием полимеразы KOD
Hot Start DNA Polymerase («Novagen», США) в
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соответствии с инструкцией производителя.
Последовательность конструкций проверяли
секвенированием («Евроген», Россия). Белки
AaeL1 и AaeL1!D101C!K127C были получены
как описано Nikonova et al. [10]. Плазмида мутант!
ной формы белка HmaL1!E82C!D114C была
сконструирована на основе плазмиды pET11a!
PL!HmaL1 («Novagen», США), несущей ген бел!
ка дикого типа, по стандартной ПЦР!методике
с использованием вектора pET11a!PL в качестве
матрицы. Для увеличения эффективности выде!
ления и очистки белка в генетическую
конструкцию была добавлена гексогистидино!
вая последовательность, располагающаяся на
С!конце белка. Для этого фрагмент ДНК, коди!
рующий гексогистидиновую последователь!
ность, был получен путем гидролиза эндонуклеа!
зами рестрикции NdeI и XbaI («Thermo»,
США) из плазмиды pET19mod («Novagen»,
США) и субклонирован в вектор pET11a!PL!
HmaL1!E82C!D114C [12]. Соответствие после!
довательностей белков проверяли секвенирова!
нием. Клетки E. coli штамма Rosetta (DE3)
(«Novagen», США) трансформировали плазми!
дами, содержащими ген белка HmaL1, и высева!
ли на жидкую среду LB («Amresco», США). Био!
массу выращивали («Eppendorf», Германия) при
температуре 37 °С и хорошей аэрации до погло!
щения (А600нм) 0,8–1,0, после чего добавляли ин!
дуктор экспрессии IPTG до конечной концент!
рации 1 мМ. Клеточную культуру растили при
37 °С до поглощения (А600нм) 1,8–2,0. Экспрес!
сию гена проверяли при помощи электрофореза
в ПААГ в присутствии ДСН. Клетки, осажден!
ные центрифугированием (8000 g, 15 мин)
(«Hermle», Германия), растворяли в буфере
(50 мМ Tris!HCl pH 7,5; 2 М LiCl, 100 мМ ими!
дазол, 50 мМ MgCl2, 1мМ ЭДТА, 1 мМ PMSF)
(«Sigma», Германия). Биомассу подвергали раз!
рушению с помощью гомогенизатора высокого
давления EmulsiFlex!C3 («Avestin», Канада) и за!

тем центрифугировали («Beckman», США)
40 мин при 90 000 g и 4 °С. Белок, меченый гек!
согистидиновой последовательностью, очища!
ли путем аффинной хроматографии на колонке
HisTrap HP (5 мл) («GE Healthcare», США),
уравновешенной буфером, содержащим 50 мМ
Tris!HCl pH 7,5; 2 М NaCl, 20 мМ имидазол и
50 мМ MgCl2. Элюцию проводили градиентом
буфера 50 мМ Tris!HCl pH 7,5; 2 М NaCl, 200 мМ
имидазол, 50 мМ MgCl2. Фракции, содержащие
HmaL1, собирали и концентрировали для даль!
нейшей очистки. Гель!фильтрацию проводили
на колонке HiLoad 26/600 Superdex 75 prep grade
(«GE Healthcare», США), уравновешенной
50 мМ Tris!HCl pH 7,5; 3 М NaCl, 50 мМ MgCl2,
500 мМ NH4Cl. Чистоту препарата оценивали с
помощью электрофореза по Лэммли [13]. Очи!
щенный белок концентрировали и хранили при
4 °С. Аналогичным образом проводили выделе!
ние и очистку мутантной формы белка HmaL1!
E82C!D114C, добавляя 5 мМ β!меркаптоэтано!
ла для предупреждения образования межмоле!
кулярных дисульфидных связей.

Окисление свободных SH�групп. Окисление
свободных SH!групп в мутантной форме белка
AaeL1!D101C!K127C происходило спонтанно в
растворе. Для окисления свободных SH!групп в
мутантной форме белка HmaL1!E82C!D114C
использовали буфер, содержащий 200 мM Tris!
HCl pH 8,8; 2 M NaCl, 50 мМ MgCl2, 500 мМ
NH4Cl и 1 мM EDTA. Окисление белка прово!
дили в присутствии окисленного и восстанов!
ленного глутатионов в конечной концентрации
10 мМ и 2 мМ соответственно. Инкубацию про!
водили при комнатной температуре 24 ч. После
инкубации осуществляли перевод белка в бу!
фер, содержащий 50 мМ Tris!HCl pH 7,5; 3М
NaCl, 50 мМ MgCl2 и 500 мМ NH4Cl. Проверку
формирования цистеиновых мостиков в мутант!
ных формах белков проводили методом электро!
фореза по Лэммли с некоторой модификацией:

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  1  2020

106

Название праймера

AaeL1_Asp101CysF

AaeL1_Asp101CysR

AaeL1_Lys127CysF

AaeL1_Lys127CysR

HmaL1_Glu82CysF

HmaL1_Glu82CysR

HmaL1_Asp114CysF

HmaL1_Asp114CysR

Последовательности праймеров, использованных в работе

5′–3′ последовательность праймеров

ACTACGTAGGCGGCTGCGAACTCATAAACAA

TTGTTTATGAGTTCGCAGCCGCCTACGTAGT

GGAGATGATGCCATGTGTTGCAAAACTTG

CAAGTTTTGCAACACATGGCATCATCTCC

GACGTACTCGACTGCGATGAACTCGAAGAA

TTCCTCGAGTTCATCGCAGTCGAGTACGTC

GGACTGATGCAGTGCATCGGTCGCTAC

CTAGCGACCGATGCACTGCATCAGTCC
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наличие в белках дисульфидных связей контро!
лировали добавлением β!меркаптоэтанола.

Концентрацию белка AaeL1 определяли по
поглощению при 280 нм с коэффициентом экс!
тинкции А1см

1мг/мл = 0,59 [10]. Коэффициент экстинк!
ции для HmaL1 (А1см

1мг/мл = 0,176) был определен
расчетным способом, используя программу
Vector!NTI.

Измерения собственной флуоресценции
белков проводили на спектрофлуориметре
Varian Cary 100 («Varian», Австралия) c использо!
ванием кварцевых кювет с длиной оптического
пути 1 см. Длина волны возбуждающего света
составляла 280 нм, регистрацию спектров ис!
пускания флуоресценции проводили в интерва!
ле 290–500 нм. Исследования проводили в 20
мМ натрий!фосфатном буфере, рН 7,5 в прису!
тствии 4 M мочевины, в диапазоне температур
21–98 °C. Рабочая концентрация белка состав!
ляла 0,2 мг/мл.

Эксперименты с белками AaeL1 и AaeL1!
D101C!K127C проводили с помощью диффе!
ренциального сканирующего микрокалоримет!
ра («СКАЛ!1», Россия) со стеклянной ячейкой
объемом 0,33 мл при скорости нагрева 1 °C/мин
(1,0 К/мин) и под давлением 2,5 атм [14]. Образ!
цы переводили в соответствующий буферный
раствор (20 мМ натрий!фосфатный буфер,
рН 7,5; 4 M мочевины) путем продолжительно!
го диализа. Концентрации белков в экспери!
ментах (1,0 мг/мл) измеряли спектрофотомет!
рически («Экром», Россия). Для записи данных
использовали программу SCAL («СКАЛ», Рос!
сия). Зависимость молярной теплоемкости от
температуры рассчитывали стандартным спосо!
бом [15] и в дальнейшем анализировали с ис!
пользованием программы SigmaPlot («SigmaPlot»,
США).

Спектры кругового дихроизма (КД) измеря!
ли на спектрополяриметре Chirascan («Applied
Photophysics», Англия). Для измерений КД в
дальней ультрафиолетовой области использова!
ли кюветы с длиной оптического пути 0,1 см.
Концентрация белка для измерений спектров
дальнего КД составляла 0,2 мг/мл для AaeL1 и
AaeL1!D101C!K127C и 0,4 мг/мл для HmaL1 и
HmaL1!E82C!D114C. Спектры регистрировали
в интервале длин волн 200–250 нм.

Значения молярной эллиптичности рассчи!
тывали по уравнению:

[θ] = [θ]изм × М/(L × C),

где С – концентрация белка (мг/мл), L – длина
оптического пути кюветы (мм), [θ]изм – изме!
ренная эллиптичность (градусы) и М – средняя
молекулярная масса белка (Да). Зависимость эл!

липтичности от температуры при 215 нм изме!
ряли со скоростью нагрева 1 °C/мин. Исследо!
вания AaeL1 и AaeL1!D101C!K127C проводили
в 20 мМ натрий!фосфатном буфере при pH 7,5 в
присутствии 4 М мочевины. Исследования
HmaL1 и HmaL1!E82C!D114C проводили в
50 мМ Tris!HCl pH 7,5; 3 М NaCl, 50 мМ MgCl2

и 50 мМ NH4Cl.
Фрагмент 23S рРНК H. marismortui (спирали

76–78) был любезно предоставлен С.В. Тищен!
ко (ИБ РАН, лаборатория структурных исследо!
ваний аппарата трансляции). Последователь!
ность фрагмента: ggGUCGCCGAUGUGCA!
GCAUAGGUAGGAGACACUACACAGGUACC!
CGCGCUAGCGGGCCACCGAGUCAACAGU!
GAAAUACUACCCGUCGGUGACcc.

Для формирования РНК–белкового комп!
лекса раствор с фрагментом рРНК инкубирова!
ли при 70 °C в течение 10 мин, затем охлаждали
на льду. Далее к раствору рРНК добавляли бе!
лок, диализованный против буфера для связы!
вания (50 мМ Tris!HCl pH 7,5; 3 M NaCl, 500 мМ
NH4Cl, 10 мМ MgCl2) в молярном соотношении
рРНК/белок – 1/1. Полученный раствор инку!
бировали при комнатной температуре 30 мин.

Для оценки образования комплекса рРНК/
белок in vitro мы использовали эксклюзионную
хроматографию. Для анализа мы использовали
хроматографическую систему Varian ProStar
HPLC («Varian», Австралия) с колонкой для гель!
фильтрации Superdex 200 (24 мл) («GE
Healthcare», США), предварительно уравнове!
шенной буфером 50 мМ Tris!HCl pH 7,5; 3 M
NaCl, 500 мМ NH4Cl, 20 мМ MgCl2. Препарат
рРНК/белок (0,2 мг/мл, рРНК/белок в моляр!
ном соотношении 1/1, v = 200 мкл) наносили на
колонку и элюировали со скоростью 0,4 мл/мин.
Калибровочную кривую строили с использова!
нием белков БСА, овальбумин, рибонуклеаза и
апротинин («Bio!Rad», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение пространственной структуры и
аминокислотных последовательностей белков
AaeL1 и HmaL1. Пространственная структура
рибосомных белков L1 отличается высокой кон!
сервативностью: в ней можно выделить два до!
мена (I и II), которые соединены гибкой пере!
тяжкой, позволяющей им менять взаимное рас!
положение. Известно два варианта взаимного
расположения доменов в растворе: «открытое» и
«закрытое» [10]. «Открытая» конформация ха!
рактерна для архейных белков L1 (к ним отно!
сится HmaL1) и подразумевает такое располо!
жение доменов друг относительно друга, при
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котором РНК!связывающие участки открыты и
доступны для РНК. «Закрытая» конформация –
это такое расположение доменов, когда они
сближены, а РНК!связывающие участки скры!
ты. Такая конформация присуща бактериаль!
ным белкам L1 и была обнаружена у белка
AaeL1 [10].

На рис. 1, а представлено наложение прост!
ранственной структуры белка AaeL1 (синим) и
модели пространственной структуры белка
HmaL1 (зеленым). Оба белка имеют характер!
ную для белков L1 двухдоменную структуру: N! и
С!концы расположены в домене I, который свя!
зан двухцепочечной перетяжкой с доменом II.
Видно, что основные элементы вторичной
структуры домена I двух белков (четырехтяжевой
антипараллельный β!слой, закрытый с одной
стороны двумя α! спиралями) хорошо наклады!
ваются друг на друга, за исключением С!конце!
вой α!спирали в домене I белка AaeL1. При срав!
нении структур двух белков видно характерное
различие архейных и бактериальных белков L1,
заключающееся в разном повороте домена II от!
носительно домена I. Однако если отдельно
сравнить структуры доменов II, мы также уви!

дим их хорошее наложение (рис. 1, б). Видно, что
оба этих домена имеют топологию укладки по
Россману [16], когда параллельный четырехтя!
жевой β!слой закрыт двумя α!спиралями с од!
ной стороны и четырьмя α!спиралями с другой.

Сравнение аминокислотных последователь!
ностей белков, выполненное в программе
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
показало, что идентичность аминокислотных
последовательностей белков AaeL1 и HmaL1
составляет 33%. На рис. 2 показано выравнива!
ние аминокислотных последовательностей двух
белков, серым цветом показаны идентичные
аминокислотные остатки. Белки AaeL1 и HmaL1
отличаются по своей длине: AaeL1 состоит из
242 а.о., белок HmaL1 – из 212 а.о. Интересно,
что белок HmaL1 имеет в своей последователь!
ности ~1/4 отрицательно заряженных а.о. (аспар!
тат и глутамат), располагающихся в основном на
поверхности домена II, что является нехарактер!
ным для белков L1 из других организмов [11].

Поиск неупорядоченных участков и дизайн ди�
сульфидных связей в белках AaeL1 и HmaL1. По!
иск неупорядоченных участков в последова!
тельностях белков проводился с помощью про!
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Рис. 1. Сравнение пространственной структуры и аминокислотных последовательностей белков AaeL1 и HmaL1. а – На!
ложение пространственной структуры белка AaeL1 (PDB:3QOY) (синим) и модели пространственной структуры HmaL1
(зеленым). Пунктирной линией разделены домены I и II. б – Наложение пространственных структур доменов II белка
AaeL1 и HmaL1. Синим цветом окрашен участок полипептидной цепи белка AaeL1, предсказанный программами
PONDR!FIT и IsUnstruct как структурированный. Зеленым цветом окрашен участок полипептидной цепи белка HmaL1,
предсказанный как неупорядоченный. Желтым цветом и объемом выделены аминокислотные остатки, выбранные нами
для замены на остатки цистеинов. в – Вероятность аминокислотных остатков в белках HmaL1 (зеленые линии 1 и 2) и
AaeL1 (синие линии 3 и 4) быть неупорядоченными (в нативно!развернутом состоянии), выполненные с помощью про!
грамм PONDR!FIT (сплошными линиями) и IsUnscruct (пунктирными линиями). Вертикальными линиями выделены
участки аминокислотных последовательностей белков, образующие домен II. Красной линией внизу графика показан
участок аминокислотной последовательности, в котором предсказания неупорядоченности участков для белков AaeL1 и
HmaL1 различаются. Желтыми кружками показаны позиции для введения дисульфидных связей.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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грамм PONDR!FIT и IsUnstruct [6, 9]. На
рис. 1, в показана вероятность разных амино!
кислотных остатков белков AaeL1 (синим цве!
том) и HmaL1 (зеленым цветом) быть в натив!
но!развернутом состоянии. Данные получены
программами PONDR!FIT (сплошной линией)
и IsUnstruct (пунктирной линией). Вертикаль!
ными линиями выделен участок аминокислот!
ной последовательности, относящийся к домену II
этих белков. В этом домене мы видим большую
разницу в предсказаниях программ (участок вы!
делен красным отрезком внизу графика). Для
белка AaeL1 этот участок предсказывается как
стабильный, в то время как для белка HmaL1
этот участок предсказывается как неупорядо!
ченный. Именно такой участок подходит для
проверки нашей идеи. Если результат работы
программ типа PONDR!FIT и IsUnstruct
действительно можно интерпретировать как
предсказание стабильных и ослабленных частей
полипептидной цепи белка, тогда введение ди!
сульфидной связи в участок, предсказанный как
неупорядоченный, найденный в HmaL1, приве!
дет к повышению стабильности и уменьшению
подвижности этого белка, а введение дисуль!
фидной связи в такой же участок, но предска!
занный как структурированный в AaeL1, не из!
менит стабильность белка или даже уменьшит
ее. Если более важным для стабилизации белка
является его пространственная структура, то
введенные мутации одинаковым образом долж!
ны повлиять на оба белка.

Дополнительно мы проверили, насколько
сам факт замен а.о. в позициях D101 и K127 в
белке AaeL1 и E82 и D114 в белке HmaL1 повлия!
ет на предсказания программ PONDR!FIT и
IsUnstruct. Незначительные изменения в амино!
кислотной последовательности белков (замена
двух а.о.) слабо влияют на кривые, показанные
на рис. 1, в. По крайней мере это влияние мень!

ше, чем отличия между предсказаниями про!
грамм PONDR!FIT и IsUnstruct.

На рис. 1, б показано наложение простран!
ственных структур доменов II белков AaeL1 и
HmaL1. В них синим и зеленым цветами соответ!
ственно показаны участки аминокислотных
последовательностей белков, выбранных нами
для введения дисульфидных связей, исходя из
предсказаний, выполненных программами
PONDR!FIT и IsUnstruct. Желтым цветом и
объемом показаны аминокислотные остатки,
выбранные нами для замены на остатки цистеи!
нов. Ими оказались D101 и K127 в белке AaeL1
и E82 и D114 в белке HmaL1. Выбор аминокис!
лотного остатка для замены на остатки цистеи!
нов проводили по двум критериям: расстояние
между Сβ!атомами аминокислотных остатков
должно быть ~5 Å, и остатки в пространстве
должны быть направлены друг на друга.

Формирование дисульфидных связей в мутант�
ных формах белков AaeL1�D101C�K127C и
HmaL1�E82C�D114C. Мутантные формы белков
AaeL1 и HmaL1 были выделены и очищены, как
описано в «Методах исследования». Проверку
формирования дисульфидных связей в мутант!
ных формах белка проводили методом ПААГ
электрофореза в присутствии ДСН. Это воз!
можно благодаря различию гидродинамическо!
го радиуса денатурированных белков с завязан!
ной дисульфидной связью и без нее. На рис. 3
показаны результаты электрофореза в ПААГ в
присутствии ДСН для белка AaeL1 дикого типа
и AaeL1!D101C!K127C (рис. 3, а) и HmaL1 ди!
кого типа и HmaL1!E82C!D114C (рис. 3, б). В
условиях, когда SH!группы восстановлены – в
присутствии β!меркаптоэтанола (дорожки 1 и 2
на обоих рисунках) белки дикого типа и мутант!
ных форм имеют одинаковую подвижность в ге!
ле. В условиях, когда дисульфидные связи завя!
заны, т.е. в условиях отсутствия β!меркаптоэта!
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Рис. 2. Сравнение аминокислотных последовательностей рибосомных белков HmaL1 и AaeL1. Идентичные остатки вы!
делены серым цветом
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нола (дорожки 3 и 4 на обоих рисунках) подвиж!
ность белков дикого типа и белков с завязанны!
ми дисульфидными связями различается. Ре!
зультаты, показанные на рис. 3, говорят о том,
что введенные нами дисульфидные связи спро!
ектированы корректно и завязываются спонтан!
но в растворе в белке AaeL1!D101C!K127C, а
также формируются в процессе окисления в
белке HmaL1!E82C!D114C, как описано в «Ме!
тодах исследования».

Исследование стабильности белка AaeL1 с
введенной дисульфидной связью. AaeL1 – белок
из термофильной бактерии, его отличает высо!
кая термостабильность. Для того чтобы иссле!
довать процесс его плавления, нам было необ!
ходимо немного уменьшить его стабильность,
например, присутствием дополнительного де!
натуранта. На рис. 4 показано плавление белка
AaeL1 в присутствии разных концентраций мо!
чевины, исследованное методом флуоресцен!
ции. Видно, что в отсутствие денатуранта тем!
пература плавления белка находится за преде!
лами 100 °С. В присутствии 1 М мочевины – в
районе 90 °С, в присутствии 4 М мочевины – в
районе 75 °С. На рис. 5, а серым и черным цве!
тами показаны спектры КД для белка AaeL1 ди!
кого типа в отсутствие денатуранта (кривая 1) и
в присутствии 4 М мочевины (кривая 3). Видно,
что форма спектров белка в 0 М мочевины и в
4 М мочевины совпадает. Т.е. 4 М мочевины
практически не влияют на структуру нативного
состояния, но дестабилизируют его при даль!
нейшем повышении температуры. Поэтому
дальнейшие эксперименты с белком AaeL1 мы
решили проводить в присутствии 4 М моче!
вины.

Теперь, когда мы подобрали условия для ис!
следования белка AaeL1, необходимо проверить
не нарушила ли дисульфидная связь нативную
упаковку белка. На рис. 5, а показаны спектры
КД, полученные для белка AaeL1 дикого типа и
мутантной формы в отсутствие денатуранта и в
присутствии 4 М мочевины. Видно, что в натив!
ных условиях (в отсутствие мочевины) форма
спектров белков дикого типа и мутантной фор!
мы хорошо совпадает и характерна для α!спи!
ральных белков. В присутствии 4 М мочевины,
несмотря на зашумленность, видно, что форма
спектров белка дикого типа и мутантной формы
совпадают, а также эти спектры совпадают со
спектрами белков в нативных условиях. Таким
образом, можно сделать вывод, что ни присут!
ствие 4 М мочевины, ни введенная дисульфид!
ная связь не нарушили вторичную структуру в
белке.

Процесс плавления белка AaeL1 и AaeL1!
D101C!K127C был исследован методом спект!
роскопии кругового дихроизма. На рис. 5, б по!
казаны кривые зависимости интенсивности мо!
лярной эллиптичности при 215 нм от температу!
ры. Видно, что кривые для белка AaeL1 дикого
типа и мутантной формы с введенной дисуль!
фидной связью AaeL1!D101C!K127C совпада!
ют. Для уточнения температуры плавления бел!
ков AaeL1 дикого типа и AaeL1!D101C!K127C
мы исследовали процессы плавления этих бел!
ков методом дифференциальной сканирующей
микрокалориметрии. На рис. 5, в показаны кри!
вые плавления белка AaeL1 и его мутантной
формы с введенной дисульфидной связью в
присутствии 4 М мочевины. Видно, что для бел!
ка дикого типа и для белка с введенной дисуль!
фидной связью температура плавления совпада!
ет и составляет 347К (74 °С).
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Рис. 3. Результаты анализа методом электрофореза в ПААГ
в присутствии ДСН белков AaeL1 и AaeL1!D101C!K127C
(а), HmaL1 и HmaL1!E82C!D114C (б): в условиях восста!
новленных дисульфидных связей (дорожки 1 и 2) и окис!
ленных дисульфидных связей (дорожки 3 и 4)

Рис. 4. Изменение интенсивности флуоресценции в про!
цессе тепловой денатурации для белка AaeL1 дикого типа в
нативных условиях (1), в присутствии 1 М мочевины (2) и
4 М мочевины (3). Измерения проводились в 20 мМ нат!
рий!фосфатном буфере, рН 7,5.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в элект!
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/
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Исследование стабильности белка HmaL1 с
введенной дисульфидной связью. Белок HmaL1
является белком из экстремально галофильного
организма, обитающего в условиях высоких
концентраций соли, близких к сатурации [17].
Поэтому на начальном этапе работы с данным
белком мы подобрали такие условия (концент!
рация NaCl), в которых белок будет структури!
рованным. На рис. 6 показаны спектры КД, по!
лученные для белка HmaL1 в присутствии раз!
личных концентраций NaCl. Видно, что в кон!
центрациях 0–2 М NaCl (кривые 1–8) белок
HmaL1 неструктурирован или слабоструктури!
рован. Наибольшее количество вторичной
структуры белок HmaL1 имеет в условиях 3 М
NaCl (кривая 13, голубым цветом). Таким обра!
зом, была определена минимальная концентра!
ция NaCl (3 M), необходимая для структуриро!
ванности белка HmaL1.

Проектирование дисульфидной связи в бел!
ке HmaL1 было основано на модели структуры
белка, предложенной в работе Gabdulkhakov et
al. [11]. Для корректного завязывания дисуль!
фидных связей в этом белке проводили окисле!
ние, как указано в «Методах исследования».
Исследование влияния введенной дисульфид!
ной связи на структуру белка HmaL1 проводили
с использованием метода спектроскопии КД.
На рис. 7, а показаны спектры КД белков

HmaL1 дикого типа и его мутантной формы с
завязанной дисульфидной связью HmaL1!
E82C!D114C. Видно, что дисульфидная связь,
введенная в неупорядоченный участок белка,
увеличила количество вторичной структуры в
белке. Методом спектроскопии КД был иссле!
дован процесс плавления белков HmaL1. На
рис. 7, б показан график зависимости доли на!
тивного состояния белка HmaL1 дикого типа и
мутантной формы с введенной дисульфидной
связью HmaL1!E82C!D114C, рассчитанной
интенсивности молярной эллиптичности при
215 нм от температуры. Видно, что белок
HmaL1 дикого типа плавится при 55 °С, в то
время как белок HmaL1!E82C!D114C с завя!
занной дисульфидной связью плавится при
65 °С. Это подтверждает нашу гипотезу о том,
что дисульфидная связь, введенная в участок,
предсказанный как неупорядоченный (несмот!
ря на то что в структуре этого белка он структу!
рирован), приводит к повышению стабильнос!
ти белка.

Так как белок HmaL1 является слабострукту!
рированным и не содержит остатков триптофана
в последовательности, а также требует высокой
концентрации соли и склонен к агрегации, изу!
чить процесс его плавления методами собствен!
ной флуоресценции и дифференциальной ска!
нирующей микрокалориметрии оказалось не!
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Рис. 5. Исследование стабильности белка AaeL1 с введенной дисульфидной связью. а – Спектры кругового дихроизма
(КД) белка AaeL1 дикого типа (кривые 1 и 3) и мутантной формы с введенной дисульфидной связью AaeL1!D101C!K127C
(кривые 2 и 4) в присутствии различных концентраций мочевины: 1 и 2 (серым и голубым цветом соответственно) в отсут!
ствие денатуранта, 3 и 4 (черным и синим цветом соответственно) в присутствии 4М мочевины. Измерения проводились
в 20мМ натрий!фосфатном буфере, рН 7,5. б – Температурная зависимость молярной эллиптичности на 215 нм – 3 (чер!
ным цветом) для белка AaeL1 дикого типа в присутствии 4М мочевины, 4 (синим цветом) для белка AaeL1!D101C!K127C
в присутствии 4М мочевины. в – Зависимость избыточной теплоемкости белка AaeL1 дикого типа (3, черным цветом) и
AaeL1!D101C!K127C с завязанной дисульфидной связью (4, синим цветом) от температуры в присутствии 4 М мочевины.
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Рис. 7. Исследование стабильности белка HmaL1 с введенной дисульфидной связью. а – Спектры КД белка HmaL1 ди!
кого типа (2, темно!зеленым цветом) и HmaL1!E82C!D114C (1, зеленым цветом). Измерения проводились в буфере
50 мМ Tris!HCl, рН 7,5; 3М NaCl, 50 мМ MgCl2. б – Зависимость доли нативного состояния белка HmaL1 дикого типа
(2, темно!зеленым цветом), HmaL1!E82C!D114C с завязанной (1, зеленым цветом) и с разорванной (3, серым цветом) ди!
сульфидной связью от температуры. Доля нативного состояния белка рассчитывалась из величины молярной эллиптич!
ности на 215 нм.
С цветным вариантом рис. 7 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

Рис. 6. Спектры КД белка HmaL1 в присутствии различных концентраций NaCl: от 0 М (кривая 1) до 3.5 М (кривая 13) с
шагом 0,25 М NaCl. Измерения проводились в буфере 50 мМ Tris!HCl, рН 7,5.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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возможным. Мы решили проверить, как повлия!
ла введенная дисульфидная связь на биологичес!
кую функцию белка. Белок L1 – высоко консер!
вативный рибосомный белок, который связыва!
ется с 23S рРНК. За связывание РНК отвечает
домен I белка, домен II, в который мы ввели ди!
сульфидную связь, участвует в процессе узнава!
ния РНК. Исследование комплекса HmaL1/
рРНК мы проводили с использованием гель!
фильтрационной хроматографии. Связывание
белка и рРНК проводили, как описано в «Мето!
дах исследования». На рис. 8 показаны профили
элюции свободной H77!H78 23S рРНК, комп!
лексов белков HmaL1/H77!H78 23S рРНК и
HmaL1!E82C!D114C/H77!H78 23S рРНК, а так!
же показан вклад белка и рРНК в эти комплек!
сы. По высоте пиков на профиле элюции (рис. 8)
видно, что 2/3 белка HmaL1 дикого типа связы!
вает РНК, а 1/3 остается свободной. В случае
комплекса рРНК с белком HmaL1!E82C!D114C
с введенной дисульфидной связью, непосред!
ственно в комплексе с рРНК находится 1/3 бел!
ка, 2/3 белка остаются в свободном состоянии.
Из этого можно сделать вывод о том, что введен!
ная во II!ой домен дисульфидная связь не нару!
шает биологическую функцию белка, но снижа!
ет ее. Это можно объяснить тем, что уменьшение
подвижности структуры домена II (из!за дисуль!
фидной связи) повлияло на процесс узнавания
целевой рРНК, для которого, возможно, необхо!
дима его подвижность.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цель данной работы заключалась в подтвер!
ждении нашего предположения, что введение
дисульфидных связей в участок, предсказывае!
мый программами типа PONDR!FIT и
IsUnstruct как нативно!развернутый, приведет
к повышению стабильности и уменьшению
подвижности структуры белка, в то время как
введение дисульфидной связи в такой же учас!
ток, предсказанный как структурированный, не
повлияет на стабильность белка. В структурах
белков AaeL1 и HmaL1 мы нашли участок, оди!
наковый по пространственной структуре, но
предсказанный программами как структуриро!
ванный в белке AaeL1 и как неупорядоченный в
белке HmaL1. Мы спроектировали дисульфид!
ные связи в одинаковом положении в двух бел!
ках и исследовали их влияние на стабильность
их структур. В результате можно сделать следу!
ющие выводы: (1) дисульфидная связь, введен!
ная в участок, предсказанный как структуриро!
ванный, не повлияла на стабильность белка
AaeL1; (2) дисульфидная связь, введенная в
участок, предсказанный как нативно!разверну!
тый, привела к повышению температуры плав!
ления белка HmaL1; (3) мутантный белок
HmaL1 с повышенной стабильностью сохранил
свою функциональную активность. Таким об!
разом, мы получили подтверждение нашей
гипотезы о том, что предсказания программ
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Рис. 8. Профиль элюции HmaL1/23S рРНК (1); HmaL1!E82C!D114C/23S рРНК (4), а также вклад белков HmaL1 (3) и
HmaL1!E82C!D114C (6) в комплекс. Кривые 2 и 5 показывают вклад 23S рРНК в комплексы с белком HmaL1 дикого ти!
па и HmaL1 с введенной дисульфидной связью соответственно.
С цветным вариантом рис. 8 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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НАГИБИНА и др.

типа PONDR!FIT и IsUnstruct действительно
коррелируют с ослабленностью или стабиль!
ностью участков полипептидной цепи белка L1,
а не с особенностями его пространственной
структуры.

Результаты наших исследований, выполнен!
ных в этой и предыдущей работе [8], позволяют
высказать предположение, что стабильность
белка зависит не столько от структуры нативно!
го состояния (жестко упакованного), а скорее от
особенностей развернутых и промежуточных
состояний (подвижных с несформировавшими!
ся контактами). Эта мысль может показаться
простой с точки зрения теоретика, но она весь!
ма сложна с точки зрения экспериментального
подтверждения и тем более с позиции экспери!
ментатора, перед которым стоит задача увели!
чить стабильность конкретного белка. Выпол!
ненные нами исследования позволяют исполь!
зовать программы по предсказанию нативно!
развернутых участков как инструмент для поис!
ка ослабленных частей белка, которые, в свою

очередь, потенциально могут быть причиной су!
ществования более подвижных нестабильных
промежуточных состояний и, соответственно,
влиять на переход между нативным и другими
состояниями при плавлении или разворачива!
нии белка денатурантами.

Финансирование. Исследование выполнено
при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований в рамках науч!
ного проекта 18!34!00243 мол_а.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от!
сутствии конфликта интересов в финансовой
или какой!либо иной сфере.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит описания выполненных ав!
торами исследований с участием людей или ис!
пользованием животных в качестве объектов.

Благодарности. Авторы выражают благодар!
ность С.В. Тищенко за предоставленный препа!
рат рРНК.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  1  2020

114

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ



ИССЛЕДОВАНИЕ РИБОСОМНОГО БЕЛКА L1

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  1  2020 8*

115

VERIFICATION OF THE STABILIZED PROTEIN DESIGN
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DISORDERED REGIONS: RIBOSOMAL PROTEINS L1
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In our previous papers, we proposed the idea that programs predicting intrinsically disordered regions in amino acid
sequences can be used for finding weakened sites in proteins. The regions predicted by such programs are suitable tar!
gets for the introduction of protein!stabilizing mutations. However, for each specific protein, it remains unclear what
determines protein stabilization – the amino acid sequence (and accordingly, prediction of weakened sites) or the 3D
structure. To answer this question, it is necessary to study two proteins with similar structures but different amino acid
sequences and, consequently, different predictions of weakened regions. By introducing identical mutations into iden!
tical elements of the two proteins, we will be able to reveal whether predictions of the weakened sites or the 3D pro!
tein structure are the key factors in the protein stability increase. Here, we have chosen ribosomal proteins L1 from
the halophilic archaeon Haloarcula marismortui (HmaL1) and extremophilic bacterium Aquifex aeolicus (AaeL1).
These proteins are identical in their structures but different in amino acid sequences. A disulfide bond introduced into
the region predicted as the structured one in AaeL1 did not lead to the increase in the protein melting temperature.
At the same time, a disulfide bond introduced into the same region in HmaL1 that was predicted as a weakened one,
resulted in the increase in the protein melting temperature by approximately 10°C.

Keywords: ribosomal protein L1, globular protein stabilization, protein intrinsically disordered regions, disulfide
bonds
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Поли(ADP�рибозо)полимераза 1 (ПАРП�1) является ключевым ферментом репарации ДНК и важной ми�
шенью для терапии онкологических заболеваний. Сложное строение субстратов ПАРП�1 ограничивает воз�
можности экспериментального изучения механизма реакции, однако необходимые данные могут быть по�
лучены путем молекулярного моделирования. В представленной работе впервые получена молекулярно�ди�
намическая модель фермент�субстратного комплекса ПАРП�1, содержащего молекулу NAD+ и конец цепи
поли(ADP�рибозы) в виде молекулы ADP. Охарактеризованы взаимодействия с остатками активного цент�
ра, среди которых определяющую роль играют Gly863, Lys903, Glu988, а также предложен SN1�подобный
механизм для катализируемой реакции ADP�рибозилирования. С помощью молекулярного докинга полу�
чены модели комплексов ПАРП�1 с более сложными двухзвенными фрагментами растущей цепи полимера
и конкурентными ингибиторами 3�аминобензамидом и 7�метилгуанином.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ФЕРМЕНТ�СУБСТРАТНЫХ КОМПЛЕКСОВ
ПОЛИ(ADP�РИБОЗО)ПОЛИМЕРАЗЫ 1 ЧЕЛОВЕКА*,**

© 2020 Д.К. Нилов1#, С.В. Пушкарев2#, И.В. Гущина2, Г.А. Манасарян3,
К.И. Кирсанов4, В.К. Швядас1,2***

Поли(ADP�рибозо)полимераза 1 человека
(ПАРП�1; КФ 2.4.2.30) является ферментом су�
персемейства ADP�рибозилтрансфераз, кото�
рый обладает ДНК�зависимой активностью и
катализирует синтез поли(ADP�рибозы) (ПАР,
рис. 1) из молекул NAD+ [1–5]. ПАРП�1 осуще�
ствляет перенос ADP�рибозы на белок�акцеп�
тор с высвобождением никотинамида (модифи�
кации могут подвергаться боковые цепи остат�

ков глутаминовой и аспарагиновой кислоты, а
также лизина) [6, 7]. Далее происходит синтез
полианиона ПАР путем последовательного при�
соединения новых звеньев ADP�рибозы с обра�
зованием гликозидных связей α(1→2) [8, 9].

Связывание ПАРП�1 с разрывами ДНК при�
водит к модификации других белков, вовлечен�
ных в метаболизм ДНК, а также к автомодифи�
кации [11, 12]. Результатом поли(ADP�рибо�
зил)ирования является реорганизация структу�
ры хроматина и мобилизация белков репарации
для устранения повреждения [13–16]. В част�
ности, автомодифицированная ПАРП�1 образу�
ет комплекс с белком эксцизионной репарации
XRCC1, который, в свою очередь, взаимодей�
ствует с ДНК�полимеразой β и ДНК�лигазой III
[17, 18]. Поскольку ПАРП�1 является ключевым
ферментом репарации ДНК в опухолевых клет�
ках, большое внимание уделяется поиску его
ингибиторов, обладающих собственным анти�
пролиферативным эффектом или действующих
в сочетании с ДНК�повреждающими препара�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ПАРП�1 – поли(ADP�ри�
бозо)полимераза 1, ПАР – поли(ADP�рибоза), МД – мо�
лекулярная динамика.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM19�253,
16.12.2019.
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тами [19–22]. Недавно для лечения рака молоч�
ной железы и яичников были одобрены три син�
тетических ингибитора ПАРП�1: олапариб, ру�
капариб и нирапариб [23–25]. Клеточная функ�
ция ПАРП�1, а также способы ее подавления
подробно рассмотрены в большом числе обзо�
ров [26–31].

О молекулярном механизме реакции ADP�
рибозилирования известно не так много. В ак�
тивном центре каталитического домена ПАРП�1
можно выделить участок связывания донора
(NAD+) и участок связывания акцептора (ПАР)
[32]. Молекула NAD+, по�видимому, образует
водородные связи с Gly863 и гидрофобный кон�
такт с Tyr907 подобно миметикам никотинамид�
ного фрагмента, для которых установлена
структура фермент�ингибиторных комплексов
[33, 34]. Некоторые предположения относитель�
но связывания субстрата�акцептора можно сде�
лать на основе кристаллической структуры
ПАРП�1 с неактивным структурным аналогом,
аденозиндифосфатный фрагмент которого об�
разует гидрофобный контакт с Met890 и водо�
родные связи с Lys903 и Glu988 [35]. Карбок�
сильная группа остатка Glu988 находится вбли�
зи расщепляемой N�гликозидной связи NAD+

и, предположительно, может выступать в роли
общего основания, активирующего нуклео�
фильную группу субстрата�акцептора, и/или
участвовать в стабилизации переходного состо�
яния [33, 35, 36].

На данный момент нет достоверной инфор�
мации о взаимной ориентации субстратов
ПАРП�1, необходимой для протекания реак�
ции, и о структуре переходных состояний и ин�

термедиатов, поэтому актуальной задачей явля�
ется моделирование фермент�субстратных
комплексов на основе доступных кристаллогра�
фических данных. Детальное исследование мо�
лекулярных взаимодействий ПАРП�1 с субстра�
тами представляет не только фундаментальный
интерес, но и может создать основу для рацио�
нального дизайна эффективных конкурентных
ингибиторов. Успешное решение данной задачи
в настоящее время становится возможным бла�
годаря следующим факторам: наличию много�
доменной структуры апоформы 4dqy [37, 38],
структуры каталитического домена со связан�
ным аналогом субстрата�акцептора 1a26 [35] и
недавнему появлению структуры каталитичес�
кого домена ПАРП�1 со связанным аналогом
субстрата�донора 6bhv [39].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Молекулярную модель ПАРП�1 человека
конструировали на основе кристаллической
структуры 4dqy (цепи A, B, C, M и N). Координа�
ты неразрешенной петли 576–583 в домене WGR
перенесли из структуры 2cr9. Координаты петли
645–661 между WGR и каталитическим доменом
были предсказаны с помощью программы
Modeller 9.20 (рис. 2) [40]. Координаты аналога
NAD+ перенесли из структуры 6bhv, после чего
преобразовали бензамидный фрагмент в нико�
тинамидный путем замены соответствующего
атома углерода на азот. Координаты боковой це�
пи Arg878, взаимодействующей с адениновой
группой NAD+ и обладающей существенной

Рис. 1. Химическое строение ПАР. Синим цветом показано первое звено ADP�рибозы, присоединенное к белку�акцепто�
ру. Ветвление полимера происходит, когда в реакцию нуклеофильного замещения вовлекается «никотинамидная» рибоза
ПАР. Присоединение ADP�рибозы в результате реакций элонгации и ветвления происходит в соотношении 41/1 [10].
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/



конформационной подвижностью, также заим�
ствовали из 6bhv. Координаты ADP в качестве
структурного аналога субстрата�акцептора пере�
несли из структуры 1a26. Для наложения струк�
тур использовали программу Matt 1.00 [41].

Далее структуру оптимизировали и исследо�
вали методом молекулярной динамики (МД) с
помощью AmberTools 15 и пакета Amber 14 [42,
43], установленного на суперкомпьютере МГУ
[44]. Атомы водорода добавляли с учетом иони�
зационных свойств остатков, в частности в ими�
дазольном кольце остатка активного центра
His862 был протонирован Nδ1�атом. Структуру
окружали слоем (12 Å) воды TIP3P, для нейтра�
лизации отрицательного суммарного заряда до�
бавляли ионы натрия. На первой стадии мини�
мизации энергии полученной системы (2500 ша�
гов по методу наискорейшего спуска + 2500 ша�
гов по методу сопряженных градиентов) коорди�
наты белка, ДНК и субстратов фиксировали по�
зиционными ограничениями 2 ккал/(моль⋅Å2)
на тяжелых атомах. Вторую стадию минимиза�
ции (5000 шагов наискорейшего спуска + 5000
шагов по методу сопряженных градиентов) про�
водили без каких�либо ограничений. Затем сис�
тему разогревали от 0 до 300 К с использовани�
ем позиционных ограничений 1 ккал/(моль⋅Å2)
на атомах белка, ДНК и субстратов (250 пс, пос�
тоянный объем) и уравновешивали при 300 К
(500 пс, постоянное давление). Достижение рав�
новесной конформации субстратов подтвержда�
ли путем анализа среднего квадратичного от�
клонения их атомов от начального положения.
В дальнейшем с использованием подготовлен�
ной структуры рассчитывали и анализировали
траекторию равновесной симуляции МД дли�
ною 5000 пс. Шаг интегрирования составлял
0,002 пс с учетом использования алгоритма
SHAKE. Радиус отсечения невалентных взаимо�
действий составлял 10 Å. Регуляцию температу�
ры осуществляли по методу Ланжевена, давле�
ния – по методу Берендсена. Для молекулярно�
механического описания белка и ДНК исполь�

зовали силовое поле ff14SB [45], для описания
молекул NAD+ и ADP – параметры из базы дан�
ных Amber Parameter Database [46–48].

Среди кадров траектории равновесной симу�
ляции выбрали структуру, в которой взаимное
расположение субстратов было близко к реак�
ционноспособной конфигурации, и провели
минимизацию ее энергии (5000 шагов наиско�
рейшего спуска + 5000 шагов по методу сопря�
женных градиентов). Полученную структуру ис�
пользовали для ковалентного докинга в про�
грамме Lead Finder 1.1.15 [49, 50]: молекула ADP
была достроена до фрагментов ПАР, состоящих
из двух звеньев ADP�рибозы. Недостающие
группы атомов присоединяли к С5′�атому
(элонгация, ветвление) и С1′�атому (ветвление).
Кроме того, с помощью Lead Finder был осуще�
ствлен стандартный докинг ингибиторов 3�ами�
нобензамида и 7�метилгуанина в активный
центр (для этого из структуры ПАРП�1 были
предварительно удалены молекулы субстратов).
Для визуализации структур использовали VMD
1.9.2 [51].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На основе доступного набора кристалличес�
ких структур ПАРП�1 была впервые сконструи�
рована МД�модель фермент�субстратного
комплекса c NAD+ и концевым фрагментом
ПАР, представленным в виде молекулы ADP
(рис. S1 в Приложении). Полученная сольвати�
рованная система помимо субстратов включала
703 аминокислотных остатка, 52 нуклеотида,
2 иона Zn2+, 49 ионов Na+ и 73281 молекулу во�
ды. В результате анализа траектории равновес�
ной симуляции ПАРП�1 были обнаружены сле�
дующие важные межмолекулярные взаимодей�
ствия. Никотинамидная группа NAD+ образует
две водородные связи с остатком Gly863 (табли�
ца и рис. S2 в Приложении), а также π�стэкинг с
боковой цепью Tyr907, что согласуется с резуль�

НИЛОВ и др.
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Рис. 2. Многодоменное строение полученной модели ПАРП�1 человека со связанными молекулами ДНК, NAD+ и ADP.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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татами гомологичного моделирования, которые
были получены с использованием структур дру�
гих представителей суперсемейства (дифтерий�
ного токсина и экзотоксина А) [34, 52]. Рибоза
адениновой части NAD+ образует водородную
связь с Nε2�атомом имидазольного кольца
His862. Адениновый заместитель концевой ри�
бозы ПАР формирует устойчивый гидрофобный
контакт с боковой цепью Met890, а пирофос�
фатная группа образует водородную связь с ами�
ногруппой Lys903, которая, в свою очередь, ста�
билизирует положение наиболее важного для
катализа остатка Glu988. Карбоксильная группа
Glu988 образует водородные связи с 2′N�гидрок�
сильной группой NAD+ и 3′A�гидроксильной
группой фрагмента ПАР, обеспечивая требуемое
взаимное расположение субстрата�донора и
субстрата�акцептора (рис. 3, а; нижние индексы
«N» и «A» обозначают принадлежность к нико�
тинамидной и адениновой рибозе).

Здесь следует вспомнить о поддерживаемом
некоторыми авторами предположении о том,
что Glu988 образует также водородную связь с
2′�гидроксильной группой ПАР и является ак�
цептором протона при нуклеофильной атаке по
механизму SN2 [35, 36, 53, 54]. Однако в ходе си�
муляции мы не наблюдали ни образования упо�
мянутой водородной связи, ни реакционноспо�
собной линейной конфигурации атомов
ADP:O2′A, NAD+:C1′N и NAD+:N1N, характерной
для механизма SN2. Среднее значение расстоя�
ния O2′A ⋅⋅⋅ C1′N составило 4,2 Å, угла O2′A ⋅⋅⋅ C1′N
⋅⋅⋅ N1N – 135° (рис. 4), в то время как необходи�
мое для нуклеофильной атаки расстояние со�
ставляет ~3 Å, а угол не должен сильно откло�
няться от значения 180° [55]. Это дает основание
предположить, что катализируемая ПАРП�1 ре�
акция ADP�рибозилирования протекает по аль�
тернативному, SN1�подобному механизму
(рис. 5). По�видимому, сначала происходит об�
разование интермедиата – иона оксокарбения,
который стабилизируется благодаря отрица�
тельному заряду карбоксильной группы Glu988.
Реакционный центр приобретает плоскую кон�
фигурацию, что облегчает последующую атаку
2′�гидроксильной группой акцептора. Посколь�
ку ПАР является отрицательно заряженным био�
полимером, его связывание в активном центре
ПАРП�1 в качестве субстрата�акцептора может
способствовать образованию иона оксокарбе�
ния. Интересно, что похожий механизм был ус�
тановлен для других представителей суперсе�
мейства ADP�рибозилтрансфераз: ПАРП�10
[56], дифтерийного токсина [57, 58], экзотокси�
на А [59, 60] и йота�токсина [61, 62].

Допуская возможность образования иона
оксокарбения в активном центре ПАРП�1, мож�

но предложить механизм и для реакции иници�
ации синтеза ПАР, когда акцептором ADP�ри�
бозы служит остаток глутаминовой или аспара�
гиновой кислоты на поверхности модифицируе�
мого белка. В этом случае один из атомов кисло�
рода модифицируемой карбоксильной группы
может занимать положение 2′�гидроксильной
группы ПАР вблизи расщепляемой гликозид�
ной связи. Отрицательный заряд карбоксиль�
ной группы белка�акцептора способствует рас�
щеплению NAD+ с образованием иона оксокар�
бения, после чего происходит нуклеофильная
атака. Данное предположение объясняет тот
факт, что мутации E988Q и E988A существенно
снижают способность ПАРП�1 катализировать
реакцию элонгации, но мало влияют на стадию
инициации [36]. Glu988 обеспечивает реакци�
онноспособную ориентацию субстратов (NAD+

и ПАР) и стабилизирует интермедиат при нара�
щивании цепи ПАР. Однако на стадии инициа�
ции этот остаток не столь важен, поскольку его
стабилизирующую функцию выполняет карбок�
сильная группа белка�акцептора.

Полученная МД�структура ПАРП�1 характе�
ризует взаимную ориентацию NAD+ и атакую�
щей рибозы ПАР на примере модельной молеку�
лы ADP, однако она не дает представления о по�
ложении растущей цепи полимера. Конструиро�
вание более сложных фрагментов ПАР, состоя�
щих из двух звеньев ADP�рибозы, было осущест�
влено методом ковалентного докинга. Для этого
был выбран кадр траектории МД�симуляции, в
котором взаимное расположение субстратов
близко к реакционноспособной конфигурации
(рис. 4), а никотинамидная рибоза NAD+ пред�
ставлена в конформации 3′�экзо. В данной кон�

Взаимодействие

Glu988:OE1 ⋅⋅⋅ NAD+:2′N�OH:H

Glu988:OE2 ⋅⋅⋅ ADP:3′A�OH:H

Gly863:H ⋅⋅⋅ NAD+:CONH2:O

Gly863:O ⋅⋅⋅ NAD+:CONH2:H

Lys903:NH3:H* ⋅⋅⋅ ADP:P2O7:O

Lys903:NH3:H* ⋅⋅⋅ Glu988:OE2

NAD+:CONH2:H ⋅⋅⋅ NAD+:P2O7:O**

Ключевые взаимодействия в активном центре ПАРП�1,
выявленные с помощью равновесной МД�симуляции.
Приведены средние значения расстояний вместе со стан�
дартным отклонением

Расстояние, Å

1,7 ± 0,1

1,7 ± 0,2

2,0 ± 0,2

2,4 ± 0,4

1,9 ± 0,3

2,0 ± 0,2

1,9 ± 0,2

* Для каждого кадра траектории в расчет принимали ми�
нимальное из расстояний до атомов водорода аминогруп�
пы Lys903, поскольку данная группа способна претерпе�
вать вращение. 
** Внутримолекулярная водородная связь NAD+. 



формации атомы C2′N, C1′N, O4′N и С4′N находятся
в одной плоскости (как в ионе оксокарбения),
что должно облегчать образование интермедиата
реакции. Далее к молекуле ADP присоединили
недостающие группы атомов, получив коорди�
наты субстрата�акцептора (ПАР) для реакций
элонгации и ветвления. В случае элонгации но�

вое звено переносится на концевую адениновую
рибозу ПАР; реакционноспособная ориентация
субстратов представлена на рис. 3, а и б. С опре�
деленной периодичностью также происходит
ветвление полимера, когда новое звено присое�
диняется к «никотинамидной» рибозе (рис. 1)
[10, 63, 64]. Считается, что для осуществления
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Рис. 3. Взаимное расположение NAD+ и ПАР в моделях фермент�субстратных комплексов ПАРП�1, полученных метода�
ми МД и докинга. а и б – Элонгация; в и г – ветвление. Можно видеть, что положение пирофосфатной группы, присое�
диненной к атакующей рибозе ПАР, практически не отличается.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Рис. 5. Предполагаемый SN1�подобный механизм реакции ADP�рибозилирования, катализируемой ПАРП�1. Отрица�
тельный заряд карбоксильной группы Glu988 стабилизирует интермедиат (ион оксокарбения)

данной реакции ПАР разворачивается на 180°,
что позволяет группе 2′N�OH занять реакцион�
носпособное положение 2′A�OH (рис. S3 в При�
ложении). Положение пирофосфатной группы,
присоединенной к атакующей рибозе, не пре�
терпевает при этом существенных изменений
[35]. Для моделирования положения ПАР, соот�
ветствующего реакции ветвления, адениновая
группа ADP была заменена на остаток ADP�ри�

бозы с инвертированием конфигурации C1′�
атома (рис. 3, в и г). На рис. 3, б и г, можно срав�
нить ориентацию растущей цепи полимера в
случае элонгации и ветвления.

Адекватность полученной модели фермент�
субстратного комплекса и важность установлен�
ных взаимодействий в активном центре МД�
структуры подтвердили результаты докинга двух
известных ингибиторов ПАРП�1 с предполагае�
мым конкурентным механизмом действия. Пер�
вое соединение, 3�аминобензамид, является хо�
рошо изученным структурным аналогом нико�
тинамидной группы NAD+ [65–67]. Второе со�
единение, 7�метилгуанин, представляет собой
новый ингибитор ПАРП с перспективным про�
филем фармакокинетики и токсичности. Дан�
ный метаболит нуклеиновых кислот усиливает
апоптотическую гибель раковых клеток в комби�
нации с цисплатином и доксорубицином in vitro,
не оказывая при этом существенного побочного
действия на организм в предварительных испы�
таниях in vivo [68–70]. Молекулярный докинг
показал, что 3�аминобензамид и 7�метилгуанин
занимают участок никотинамидной группы
NAD+, образуя свойственные субстрату взаимо�
действия с остатками Gly863 и Tyr907 (рис. 6). В
случае 7�метилгуанина функциональная амид�
ная группа встроена в систему конденсирован�
ных колец, однако это не мешает формированию
водородных связей с Gly863 (рис. 6, б).

В результате проведенных исследований со�
здана модель фермент�субстратного комплекса
ПАРП�1 человека. При анализе МД�траектории
комплекса охарактеризованы взаимная ориента�
ция субстрата�донора (молекула NAD+) и
субстрата�акцептора (фрагмент ПАР), а также их
взаимодействия с остатками активного центра,
среди которых определяющую роль играют
Gly863, Lys903 и Glu988. Это позволило сделать
предположение о том, что катализируемый

Рис. 4. Распределение пар значений расстояние–угол для
атомов в реакционном центре ПАРП�1, полученное в ре�
зультате равновесной МД�симуляции. Каждая точка соот�
ветствует определенному кадру траектории, зеленым цве�
том отмечена структура (t = 3234 пс), которую использова�
ли для проведения докинга.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в элек�
тронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/



ПАРП�1 синтез ПАР происходит по SN1�подоб�
ному механизму через образование ионов оксо�
карбения. Методом докинга показано, что учас�
ток связывания никотинамидной группы NAD+

является мишенью для ингибиторов 3�амино�
бензамида и 7�метилгуанина. В дальнейшем по�
лученная модель фермент�субстратного комп�
лекса может быть использована при рациональ�
ном дизайне ингибиторов ПАРП нового поколе�
ния. В частности, с помощью гибридных кванто�
во�механических/молекулярно�механических
методов на ее основе может быть получена струк�
тура интермедиата ПАРП�1 для скрининга моле�
кул, комплементарных соответствующему кон�
формационному состоянию активного центра.
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Рис. 6. Моделирование связывания 3�аминобензамида (а) и 7�метилгуанина (б) в активном центре ПАРП�1. Желтым цве�
том показана фенильная группа Tyr907, образующая с ингибитором π�стэкинг. Серым цветом показаны координаты ни�
котинамидной группы NAD+ в МД�структуре ПАРП�1.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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Poly(ADP�ribose) polymerase 1 (PARP�1) is a key DNA repair enzyme and an important target for cancer treatment.
Conventional methods of studying the PARP�1 reaction mechanism have limitations because of the complex struc�
ture of PARP�1 substrates, however, the necessary data can be obtained by molecular modeling. In the present work,
a molecular�dynamics model for the PARP�1 enzyme–substrate complex containing NAD+ molecule, and the end
of poly(ADP�ribose) chain in the form of ADP molecule was obtained for the first time. Interactions with the active
site residues have been characterized where Gly863, Lys903, Glu988 play a crucial role, and an SN1�like mechanism
for the enzymatic ADP�ribosylation reaction has been proposed. Models of PARP�1 complexes with more sophisti�
cated two�unit fragments of the growing polymer chain as well as with competitive inhibitors 3�aminobenzamide and
7�methylguanine have been obtained by molecular docking.

Keywords: DNA repair, molecular dynamics, docking, substrates, inhibitors
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Сигнальный путь MAPK (RAS/BRAF/MEK/ERK) представляет собой киназный каскад, участвующий в ре�
гуляции клеточной пролиферации, дифференцировки и выживаемости в ответ на внешние стимулы. В раз�
личных опухолях обнаруживается мутация V600E гена BRAF, приводящая к 500× усилению киназной актив�
ности BRAF. Однако монотерапия селективными ингибиторами BRAF V600E часто приводит к реактива�
ции сигнального каскада MAPK и возникновению резистентности к ингибитору, поэтому разрабатываются
новые мишени для дополнительного ингибирования компонентов аберрантно активированного каскада.
Недавно было обнаружено, что резистентность к ингибиторам онкогена BRAF V600E может быть связана с
активностью тирозинфосфатазы SHP�2, кодируемой геном PTPN11. В данной работе мы проанализирова�
ли влияние подавления транскрипции PTPN11 на экспрессию генов, задействованных в регуляции проли�
ферации, устойчивости к химиотерапии и онкоген�индуцируемого старения (ОИС) клеток, в условиях се�
лективного подавления BRAF V600E на модели фолликулярного эпителия щитовидной железы. Было пока�
зано, что подавление экспрессии PTPN11 с помощью малых интерферирующих РНК действительно пред�
отвращает повышение экспрессии генов CCNA1 и NOTCH4, участвующих в формировании лекарственной
устойчивости опухолей, в ответ на действие вемурафениба. С другой стороны, подавление экспрессии
PTPN11 блокирует активацию транскрипции ряда генов, участвующих в регуляции клеточного цикла и во�
влеченных в процесс ОИС: p21, p15, p16, RB1 и IGFBP7, в ответ на экспрессию онкогена BRAF V600E. Та�
ким образом, можно предположить, что фосфатаза SHP�2 может участвовать не только в формировании ле�
карственной устойчивости опухолевых клеток, но и в развитие процесса ОИС клетки.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SHP�2, BRAF V600E, опухоли щитовидной железы, онкоген�индуцируемое старение.

DOI: 10.31857/S0320972520010108

СНИЖЕНИЕ УРОВНЯ мРНК ГЕНА PTPN11 ПРЕПЯТСТВУЕТ
ИЗМЕНЕНИЮ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ, КОНТРОЛИРУЮЩИХ
КЛЕТОЧНЫЙ ЦИКЛ, УСТОЙЧИВОСТЬ К ХИМИОТЕРАПИИ

И ОНКОГЕН�ИНДУЦИРУЕМОЕ КЛЕТОЧНОЕ СТАРЕНИЕ,
В ОТВЕТ НА ЭКСПРЕССИЮ ОНКОГЕНА BRAF V600E
В КЛЕТКАХ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА*,**
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SHP�2 КОНТРОЛИРУЕТ ДЕЛЕНИЕ И СТАРЕНИЕ КЛЕТОК

Аберрантная активация сигнального пути
RAS/RAF/MEK/ERK (MAPK�каскад) способ�
ствует выживанию и метастазированию клеток
и является часто встречающимся механизмом
возникновения и прогрессии рака [1]. Одной из
наиболее часто встречающихся драйверных му�
таций, затрагивающих компоненты данного
каскада, является мутация BRAF V600E, встре�
чающаяся во многих типах рака, в частности,
рака щитовидной железы (ЩЖ) [2]. В клетках,
содержащих белок BRAF V600E, повышены
уровни хромосомной нестабильности и митоти�
ческой активности, а также способность к инва�
зии за счет MEK�зависимого увеличения
экспрессии матричных металлопротеиназ (на�
пример, MMP�3, MMP�9 и MMP�13). BRAF
V600E�содержащие опухоли имеют более агрес�
сивный характер [3] и ассоциируются с плохим
ответом на терапию радиоактивным йодом и с
повышенной смертностью пациентов [4]. Учи�
тывая все вышеописанные данные, в последние
годы BRAF V600E стал основной терапевтичес�
кой мишенью в этих видах рака.

SHP�2, кодируемая геном PTPN11, была
первой протеинфосфатазой, идентифицирован�
ной как онкоген [5–7]. Она экспрессируется в
различных типах клеток и участвует в онкоген�
ных процессах при лейкемии, раке груди и лег�
кого, регулируя процессы инвазии, метастази�
рования, апоптоза, онкоген�индуцированного
старения (ОИС), повреждения ДНК, пролифе�
рации клеток, прогрессии клеточного цикла и
лекарственной устойчивости [8, 9]. Активность
SHP�2, как полагают, играет важную роль в ак�
тивации белков семейства Ras [10, 11],
JAK/STAT, PI3K/Akt и других компонентов сиг�
нальных каскадов [12].

Инактивация гена PTPN11 приводит к гибе�
ли в эмбриональном периоде и множественным
дефектам развития на стадии гаструляции у раз�
личных типов организмов – мышей, мух, червей
[13]. Также к физиологическим функциям SHP�2
относится регуляция функционирования сиг�
нального пути инсулина [14], участие в развитии
сердца, и центральной нервной системы [15,
16]. В опухолях различной этиологии роль дан�
ной фосфатазы различается в зависимости от
стадии и локализации опухоли. SHP�2 выполня�
ет роль опухолевого супрессора при раке печени
[17] и раке кости/хряща [18] и напротив, являет�
ся онкогеном при лейкемии, раке легких, груди
и меланоме [19]. Активирующие мутации
PTPN11 были обнаружены в пробах, взятых у
больных с острым миелоидным лейкозом, ра�
ком желудка, глиобластомой и анапластической
крупноклеточной лимфомой, что и позволило
определить PTPN11 как протоонкоген [20].

Экспрессия PTPN11 повышена и у пациентов с
опухолями щитовидной железы, она коррелиру�
ет с низкой степенью дифференцировки опухо�
лей, высоким уровнем злокачественности и уве�
личением количества метастазов в лимфатичес�
ких узлах [21]. В той же мере высокий уровень
экспрессии PTPN11 выявляется в тиреоидных
опухолевых клеточных линиях SW579, IHH�4,
FTC�133, TPC�1, DRO, TA�K и ML�1 [21]. На
мышиной модели легочной аденокарциномы и
клеточных моделях рака прямой кишки было
показано, что ингибирование SHP�2 может пред�
отвращать реактивацию каскада RAS/RAF/
MEK/ERK, опосредованную активацией рецеп�
торов эпидермального фактора роста (EGFR)
[22, 23]. Также известно, что подавление экс�
прессии PTPN11 с помощью антисмысловых
олигонуклеотидов замедляет рост опухолевых
клеток и индуцирует апоптоз в тиреоидной кле�
точной линии SW579 [21]. В то же время сущест�
вуют данные и о позитивном, и о негативном
влиянии активирующих мутаций PTPN11 на ра�
боту сигнального каскада Ras/MAPK у больных
с синдромом Нунана [14]. Существуют данные
об отсутствии влияния ингибирования экспрес�
сии PTPN11 с помощью shRNA на рост и проли�
ферацию опухолевой клеточной линии A2058,
содержащей мутацию BRAF V600E [24].

Недавно было обнаружено, что тирозинфос�
фатаза SHP�2 часто активирована в образцах
меланомы человека и клеточных линиях мела�
номы. Также было показано, что SHP�2 участву�
ет в активации сигнального каскада RAS/
RAF/MAPK в клетках меланомы, экспрессиру�
ющих мутантный белок NRAS, и в клетках,
экспрессирующих BRAF дикого типа (WT), а
нокдаун PTPN11 приводит к подавлению деле�
ния клеток и активации ERK в линиях клеток
меланомы человека WM3211 и MeWo [19].

Вемурафениб (PLX4032) является низкомо�
лекулярным ингибитором BRAF V600E и был
одобрен Управлением США по санитарному
надзору для терапии метастатической меланомы
в 2011 году [25]. При терапии меланомы и кар�
циномы щитовидной железы было обнаружено,
что вемурафениб индуцирует стимуляцию пере�
дачи сигнала через рецепторные тирозиновые
киназы (РТК), что может приводить к быстрой
реактивации и стимуляции передачи сигнала
через EGFR [26, 27]. В свою очередь, тирозин�
фосфатаза SHP�2 участвует в передаче сигнала
от активированных рецепторов EGF к
p21Ras (RASА1), к другим сигнальным молеку�
лам, вследствие чего ингибирование SHP�2 мо�
жет уменьшать реактивацию MAPK�каскада.
Согласно некоторым данным, вемурафениб мо�
жет вызывать активацию SHP�2 и реактивацию
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передачи сигнала через MEK�ERK при наличии
экспрессии фактора роста гепатоцитов (HGF) в
вемурафениб�резистентных клетках [22].

Целью данной работы была оценка влияния
подавления транскрипции PTPN11 на экспрес�
сию генов, задействованных в регуляции проли�
ферации, устойчивости к химиотерапии и ОИС
клеток в условиях селективного подавления
BRAF V600E. Для определения групп генов,
экспрессия которых меняется наиболее выра�
женно в данном эксперименте, был проведен
транскриптомный анализ. На основе данного
анализа был выбран ряд генов, задействованных
в регуляции клеточного цикла и реализации
программы клеточного старения, и для них был
произведен анализ экспрессии с помощью ко�
личественной ПЦР в реальном времени (РВ�
ПЦР). В результате данной работы мы обнару�
жили, что подавление экспрессии гена PTPN11
с помощью малых интерферирующих РНК
(миРНК, siRNA) снижает влияние экспрессии
онкогена BRAF V600E на транскрипцию ряда
генов, участвующих в регуляции клеточного
цикла. В частности, подавление транскрипции
PTPN11 препятствует повышению экспрессии
(в ответ на действие BRAF V600E и/или вемура�
фениба) генов, вовлеченных в онкоген�индуци�
рованное старение: RB1, p21, p15, p16 и IGFBP.
Это позволяет предполагать, что тирозинфос�
фатаза SHP�2 участвует в индукции ОИС клетки
и, возможно, за счет этого выполняет функцию
опухолевого супрессора.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Клонирование лентивирусных векторов, со�
держащих кодирующую последовательность гена
BRAF с мутацией V600E. Для клонирования гена
BRAF, содержащего онкогенную мутацию
V600E, 5′�конец гена BRAF вырезали из коммер�
чески доступной плазмиды pBABE�Puro�
BRAF(V600E) («Addgene», США) [28] по сайтам
рестрикции BamHI и MunI, а 3′�конец ампли�
фицировали с помощью ПЦР, используя прай�
меры BRAF�in�Mun�F и BRAF�Not�R (табли�
ца). В качестве вектора использовали коммер�
чески доступную плазмиду LeGO�iPuro2, содер�
жащую ген устойчивости к пуромицину
(«Lentiviral Gene Ontology Vectors», Германия). В
последовательность плазмиды заранее вводили
сайты рестрикции BamHI (5′�конец) и NotI
(3′�конец) для клонирования в лентивирусный
вектор. Последовательности всех использован�
ных в работе праймеров приведены в таблице.

Работа с клеточной линией и трансдукция ленти�
вирусными векторами. Клеточную линию иммор�

тализованных клеток эпителия ЩЖ Nthy�ori 3�1
(«Sigma», США) выращивали в среде RPMI1640
(«ПанЭко», Россия) с добавлением 10% эмбрио�
нальной телячьей сыворотки («Biosera», Фран�
ция), L�глютамина (2 мМ), смеси пенициллина
(100 Ед/мл), стрептомицина (100 мкг/мл), а так�
же с добавлением пирувата натрия (1 мМ). На
основе данной линии были получены 2 клеточ�
ных линии – деривата – трансдуцированные
двумя разными вариантами лентивирусных век�
торов: исходным вектором LeGO�iPuro2 и векто�
ром iPuro2�BRAF V600E, несущим драйверную
онкогенную мутацию V600E гена BRAF человека.
Вирусные частицы были получены, как описано
в статье Prokofjeva et al. [29]. Селекцию трансду�
цированных клеток на пуромицине (финальная
концентрация 1 мкг/мл) проводили в течение
7 дней. Изменение транскрипционной програм�
мы клетки после встраивания целевых генов до�
полнительно подтверждали с помощью РВ�ПЦР
с использованием праймеров CCND1 F/R,
PAPSS2 F/R, FBLN1 F/R, (таблица), а также с
помощью анализа данных экспрессионного про�
филирования.

Подавление экспрессии гена PTPN11 и селек�
тивное подавление BRAF V600E. Для ингибиро�
вания BRAF V600E использовали селективный
ингибитор – вемурафениб (PLX4032, «Selleck»,
США) в концентрации 1 мкM. Подавление гена
PTPN11 в клетках Nthy�ori 3.1 и Nthy�ori 3.1/
BRAF V600E проводили с помощью малых ин�
терферирующих РНК, для трансфекции ис�
пользовали реагент RNAiMAX («Thermo fisher
scientific», США) согласно протоколу произво�
дителя. В случае совместного использования
миРНК добавлялись через 72 ч после добавле�
ния вемурафениба. Для нокдауна гена PTPN11
использовали ранее опубликованные последо�
вательности миРНК и последовательности со�
ответствующих контрольных sсRNA [30]
(табл. S1 Приложения).

Выделение РНК, синтез кДНК и количествен�
ная РВ�ПЦР. Суммарная РНК из клеточных ли�
ний Nthy�ori 3�1 и Nthy�ori 3�1/BRAF V600E бы�
ла выделена с использованием реагента Trizol
(«Invitrogen», США) согласно инструкции про�
изводителя. Реакцию обратной транскрипции
проводили с использованием 2 мкг тотальной
РНК при помощи набора MMLV RT Kit («Евро�
ген», Россия). Количественный ПЦР анализ
проводили, как описано в статье Schwartz et al.
[31]. Последовательности праймеров приведены
в соответствующем разделе таблицы.

Вестерн�блот анализ. Вестерн�блот анализ
проводили, как описано в статье Afanasyeva et al.
[32]. Лизаты клеток смешивали в соотношении
3/1 с 4× буфером Лэммли, инкубировали 5 мин
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Название праймера

1

PTPN11�F 
PTPN11�R

PTPN11siRNA�F
PTPN11siRNA�R

PTPN11scRNA�F
PTPN11scRNA�R

bACT�F
bACT�R

GAPDH�F
GAPDH�R

CCND1�F
CCND1�R

PAPSS2�F
PAPSS2�R

FBLN1�F
FBLN1�R

BRAF�in�Mun�F 
BRAF�Not�R

P21�F
P21�R

MAPK3�F
MAPK3�R

CCNA1�F
CCNA1�R

CCND2�F
CCND2�R

CCNG2�F
CCNG2�R

CDKN1C�F
CDKN1C�R

Notch4�F
Notch4�R

CCNC�F
CCNC�R

CCNB2�F
CCNB2�R

DUSP6�F
DUSP6�R

Mek1�F
Mek1�R

Последовательности использованных в работе праймеров

Описание

3

праймеры для анализа
экспрессии PTPN11

РНК�олигонуклеотиды с двумя
дезоксирибонуклеотидами на
3′�конце, используемые для
получения siRNA

РНК�олигонуклеотиды с двумя
дезоксирибонулеотидами на
3′�конце, используемые для
получения scRNA

праймеры для анализа
экспрессии β�актина

праймеры для анализа
экспрессии GAPDH

праймеры для анализа
экспрессии CCND1

праймеры для анализа
экспрессии PAPSS2

праймеры для анализа
экспрессии FBLN1

праймеры для клонирования
C�конца BRAF(V600E)

праймеры для анализа
экспрессии p21

праймеры для анализа
экспрессии MAPK3 (ERK1)

праймеры для анализа
экспрессии CCNA1

праймеры для анализа
экспрессии CCND2

праймеры для анализа
экспрессии CCNG2

праймеры для анализа
экспрессии CDKN1C

праймеры для анализа
экспрессии Notch4

праймеры для анализа
экспрессии CCNC

праймеры для анализа
экспрессии CCNB2

праймеры для анализа
экспрессии DUSP6

праймеры для анализа
экспрессии Mek1

5′�3′ последовательность праймеров

2

5′�CGGTGAATGACTTTTGGCGG�3′
5′�GTTCCTAACACGCATGACGC�3′

5′�GGAGAACGGUUUGAUUCUUTT�3′
5′�AAGAAUCAAACCGUUCUCCTCtt�3′

5′�AGUACAGCAAACGAUACGGtt�3′
5′�CCGUAUCGUUUGCUGUACUtt�3′

5′�TGCGTGACATTAAGGAGAAG�3′
5′�GTCAGGCAGCTCGTAGCTCT�3′

5′�CAAGGTCATCCATGACAACTTTG�3′
5′�GGCCATCCACAGTCTTCTGG�3′

5′�GGCGGAGGAGAACAAACAGA�3′
5′�TGTGAGGCGGTAGTAGGACA�3′

5′�TGCACTTTGACACCCTGCT�3′
5′�CAGCGTTCCTCTTTTCTGTGT�3′

5′�ATCAGAAGGACTGCTCGCTG�3′
5′�ATGGCAGCACCTCTTCACAA�3′

5′�TGATGATGAGAGGTCTAATCCCAGAGTG�3′
5′�TTTTGCGGCCGCTCAGTGGACAGGAAACGCACCA�3′

5′�ACTCTCAGGGTCGAAAACGG�3′
5′�GATGTAGAGCGGGCCTTTGA�3′

5′�CACCCTGGAAGCCATGAGAG�3′
5′�TGGCGGAGTGGATGTACTTG�3′

5′�TAGGGCTGCTAACTGCAAATGG�3′
5′�CCGGTGTCTACTTCATACACATCC�3′

5′�ATCCGCAAGCATGCTCAGAC�3′
5′�GCTCAGTCAGGGCATCACAA�3′

5′�GCCCAGAACCTCCACAACAG�3′
5′�GGTGCACTCTTGATCACTGG�3′

5′�AAGAGATCAGCGCCTGAGAAG�3′
5′�TGGGCTCTAAATTGGCTCACC�3′

5′�GGAGGAAGAAGAGGGGCAGT�3′
5′�CCCTCTGGGTCTGACCACT�3′

5′�AGTTATTGCCACTGCTACGGT�3′
5′�AGCAGCAGCAATCAATCTTGT�3′

5′�AGTTCCAGTTCAACCCACCAA�3′
5′�TTGCAGAGCAAGGCATCAGA�3′

5′�ACCTGGAAGGTGGCTTCAGT�3′
5′�GCACTATTGGGGTCTCGGTC�3′

5′�ATGCCCAAGAAGAAGCCGAC�3′
5′�GCTCTAGCTCCTCCAGCTTC�3′
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при 95 °С и вносили в 10%�ный ПААГ из расче�
та 30 мкг белка на лунку. Анализ фосфорилиро�
ванного варианта белка Erk1/2 проводили с ис�
пользованием антител Phospho�p44/42 MAPK
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) («Cell signaling», США)
в разведении 1 : 2000 согласно протоколу произ�
водителя; в качестве вторичных антител были
использованы конъюгированные с пероксида�
зой хрена антитела козы к IgG кролика
(«Thermo Scientific», США) в разведении
1 : 30 000. Для анализа содержания тотального
Erk1/2 использовали антитела p44/42 MAPK
(Erk1/2) («Cell signaling», США) в разведении
1 : 2000 и вторичные антитела козы к IgG мыши,
конъюгированные с пероксидазой («Thermo
Scientific», США) в разведении 1 : 30 000.

Анализ транскриптома клеток. Тотальные РНК
клеточных линий Nthy�ori 3�1 и Nthy�ori 3�1/
BRAF V600E были получены, как описано вы�
ше. Из 400 нг тотальной РНК была выделена
мРНК с помощью набора реагентов NebNext
PolyA mRNA Isolation Module («New England
Biolabs», Англия). Полученная мРНК была
фрагментирована (14 мин при 94 °С) в присут�
ствии случайных праймеров. На матрице фраг�
ментов мРНК была произведена обратная тран�
скрипция и синтезирована кДНК. После этого
проводили очистку продуктов реакции на маг�
нитных частицах AMPure XP («Beckman
Coulter», США). Далее к полученным фрагмен�

там кДНК были лигированы адаптеры, после
чего библиотеки были баркодированы, ампли�
фицированы и очищены на магнитных части�
цах. Все вышеперечисленные этапы были вы�
полнены с помощью набора реагентов NEBNext
Ultra II Directional RNA Library preparation kit for
Illumina («New England Biolabs», Англия). Кон�
центрацию библиотеки измеряли на флуори�
метре Qubit 3.0 («Invitrogen», США), качество
библиотеки было проверено на Bioanalyser 2100
(«Agilent technologies», США). Перед секвениро�
ванием количество молекул библиотеки было
валидировано с помощью РВ�ПЦР при исполь�
зовании 2,5× реакционной смеси для PCR�PB с
EVA Green («Синтол», Россия) и праймеров для
адаптеров Illumina («Евроген», Россия). Далее с
учетом эффективной концентрации библиотека
была разведена до 2 нМ и смешана в пул в соот�
ветствии с ожидаемой глубиной секвенирова�
ния. Секвенирование было выполнено на плат�
форме HiSeq 2500 («Illumina», Германия) в ре�
жиме одноконцевых чтений длиной 57 п.н. с по�
мощью набора HiSeq SR Cluster Kit v4 cBot и
HiSeq SBS Kit V4 50 cycle kit («Illumina», Герма�
ния). Исходные данные доступны на ресурсе
SRA ncbi.nlm.nih.gov/sra/ (номер проекта
PRJNA529086). Результаты были обработаны
при помощи программы Trimmomatic для обрез�
ки чтений [33], программы STAR для картирова�
ния чтений на референсную последователь�
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1

P15�F
P15�R

P16�F
P16�R

IGFBP7�F
IGFBP7�R

LeGO�BRAF�F
LeGO�BRAF�R

IL8�F
IL8�R

VEGFA�F
VEGFA�R

RB1�F
RB1�R

IL6�F
IL6�R

Окончание таблицы

3

праймеры для анализа
экспрессии p15

праймеры для анализа
экспрессии p16

праймеры для анализа
экспрессии IGFBP7

праймеры для анализа
экспрессии лентивирусного
вектора, содержащего ген
BRAF V600E

праймеры для анализа
экспрессии IL8

праймеры для анализа
экспрессии VEGFA

праймеры для анализа
экспрессии RB1

праймеры для анализа
экспрессии IL6

2

5′�GGGAAAGAAGGGAAGAGTGTCGTT�3′
5′�GCATGCCCTTGTTCTCCTCG�3′

5′�GGGGGCACCAGAGGCAGT�3′
5′�GGTTGTGGCGGGGGCAGTT�3′

5′�GGCATGGAGTGCGTGAAGAG�3′
5′�CTTGCTGACCTGGGTGATGG�3′

5′�TTCACCGCAGTGCATCAGAA�3′
5′�AAACGCACACCGGCCTTATT�3′

5′�ACCACCGGAAGGAACCATCT�3′
5′�GAATTCTCAGCCCTCTTCAA�3′

5′�CTTGCCTTGCTGCTCTACCT�3′
5′�GCAGTAGCTGCGCTGATAGA�3′

5′�GGACCGAGAAGGACCAACTG�3′
5′�CTTCTGGGTCTGGAAGGCTG�3′

5′�CATCCTCGACGGCATCTCA�3′
5′�CAGGCAAGTCTCCTCATTGAA�3′
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ность человека (релиз GRCh38) [34] и алгоритма
FeatureCounts для подсчета чтений для генов
[35]. Вышеописанные расчеты были выполнены
с помощью оборудования ЦКП «Геном» http://
www.eimb.ru/rus/ckp/ccu_genome_c.php. Число
прочтений в каждом образце было нормализо�
вано с помощью алгоритма DESeq2 [36]. Значе�
ние корреляции определяли, как линейный ко�
эффициент корреляции Пирсона (r�Пирсона).
Для анализа дифференциальной экспрессии
были выбраны гены, уровень мРНК которых из�
менялся в два и более раз. Для расчета обогаще�
ния функциональных групп дифференциально
экспрессируемыми генами использовали сервис
Metascape [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия гена BRAF с мутацией V600E в
клетках Nthy�ori 3�1 активирует внутриклеточные
сигнальные каскады RAS�RAF�MEK�ERK. Для
исследования влияния фосфатазы SHP�2 на
транскрипционную программу в опухолях щито�
видной железы, содержащих онкогенную мута�
цию BRAF V600E, использовали ранее создан�
ную нами клеточную линию, стабильно экспрес�
сирующую онкоген BRAF V600E. Для ее созда�
ния была использована клеточная линия фолли�
кулярного эпителия человека Nthy�ori 3�1,
трансдуцированная лентивирусным конструк�
том LeGO iPuro2�BRAF V600E (см. раздел «Ме�
тоды исследования»). Экспрессия лентивирус�
ной мРНК, содержащей последовательность ис�
следуемого онкогена, была подтверждена с по�
мощью РВ�ПЦР (рис. 1, а).

Полученную клеточную линию Nthy�ori/
BRAF V600E охарактеризовали с помощью ана�
лиза экспрессии ключевого эффектора MAP�
киназного каскада и PI3K�AKT сигнального пу�
ти, гена циклина D1 (CCND1) [38–40], экспрес�
сия которого активирована в BRAF V600E�со�
держащих опухолях, а также анализа экспрессии
3′�фосфоаденозин�5′�фосфосульфат синтетазы
2 (PAPSS2) и фибулина 1 (FBLN1), экспрессия
которых в опухолях ЩЖ с данной мутацией
значительно снижена (по результатам анализа
публично доступных данных транскриптомного
профилирования [39] (рис. 1, б)). Нами было
показано, что экспрессия мутантной формы
BRAF V600E приводила к умеренному повыше�
нию экспрессии CCND1 (примерно в 2–2,5 раза
по сравнению с нетрансфецированными клет�
ками), и к выраженному снижению экспрессии
PAPSS2 и FBLN1 (рис. 1, в). Также было произ�
ведено измерение количества ключевого эле�
мента MAPK�каскада, белка Erk1/2 (p44/42

MAPK) [41] и его фосфорилированной изофор�
мы – pErk – в клеточных линиях Nthy�ori 3�1 и
Nthy�ori 3�1/BRAF V600E и показано, что в кле�
точной линии, содержащей мутацию V600E, ко�
личество фосфорилированного белка Erk (pErk)
возрастает (рис. 1, г).

Мы также провели сравнение полученных
нами данных транскриптомного анализа кле�
точных линий Nthy�ori 3�1 и Nthy�ori 3�1/BRAF
V600E с аналогичными исследованиями, опуб�
ликованными ранее [42]. Корреляция тран�
скриптомных данных, полученных для опубли�
кованного ранее списка генов и созданной нами
клеточной линии Nthy�ori/BRAF V600E, равна
0,76, что демонстрирует достаточно высокую
степень схожести результатов.

Таким образом, полученные данные свиде�
тельствуют о том, что созданная нами клеточная
линия Nthy�ori/BRAF V600E, стабильно
экспрессирующая онкоген BRAF V600E, демон�
стрирует все признаки онкоген�опосредуемого
изменения транскрипционной программы
клетки.

Подавление экспрессии гена PTPN11 умень�
шает экспрессию генов, участвующих в ОИС и ак�
тивации сигнальных путей MAPK и P13K�AKT в
клетках, экспрессирующих BRAF V600E. Для
сравнения совместного и раздельного использо�
вания селективного ингибитора BRAF V600E и
подавления экспрессии PTPN11 на экспресси�
онный профиль клеток эпителия щитовидной
железы, содержащих мутацию BRAF V600E, был
произведен нокдаун гена PTPN11 на клеточных
линиях Nthy�ori 3�1 и Nthy�ori 3�1/BRAF V600E
с помощью малых интерферирующих РНК. Эф�
фективность подавления экспрессии PTPN11
была измерена с помощью метода количествен�
ной РВ�ПЦР в исследуемых клеточных линиях.
Видно, что происходит существенное подавле�
ние экспрессии SHP�2 в случае обоих дериватов
данной клеточной линий (рис. 2).

Для изучения возможной роли SHP�2 в мо�
дуляции ответа исследуемых клеток на вемура�
фениб мы провели анализ транскриптомов об�
разцов с нормальной и подавленной экспресси�
ей гена PTPN11, а также с воздействием вемура�
фениба и без него (результаты представлены в
табл. S1 Приложения). В результате проведен�
ного анализа были получены группы генов, ре�
гуляция которых в наибольшей степени меня�
лась при данных воздействиях. В ответ на воз�
действие вемурафениба в клетках, экспрессиру�
ющих онкоген BRAF V600E, можно отметить
выраженное изменение уровня мРНК генов, от�
носящихся к группам «внеклеточный матрикс»
(группы 1 и 3), «клеточный ответ на воздействие
ионов кальция» (группа 4) и «ответ на ксеноби�
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отики первой фазы» (группа 5) (рис. S1 а, в
Приложении). Подавление экспрессии гена
PTPN11 приводило к изменению экспрессии ге�
нов, относящихся к группам «хронический вос�
палительный процесс» (группа 2), «клеточный
ответ на воздействие кортикостероидов» (груп�
па 3) и «позитивная регуляция секреции IL8»
(группа 4) (рис. S1 b, в Приложении). К сожале�
нию, в образце с одновременным действием ве�

мурафениба и коротких интерферирующих
РНК к гену PTPN11 снижение уровня экспрес�
сии последнего было недостаточным, чтобы в
полной мере оценить влияние данных воздей�
ствий на транскриптом. В связи с этим на осно�
вании анализа других образцов был отобран ряд
генов, задействованных в процессах клеточного
роста, выживания и чувствительности к химио�
терапии. Прежде всего, мы обратили внимание
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Рис. 1. a – Экспрессия лентивирусной мРНК, кодирующей онкоген BRAF V600E, нормализованная на уровень экспрес�
сии GAPDH (ось ординат). По оси абсцисс указаны разные варианты исследуемых клеток, исходные клетки «Nthy�ori�3.1»
и «Nthy�ori�3.1 BRAF V600E» клетки, экспрессирующие данный онкоген. Указаны средние значения по 3�м независимым
измерениям ± SEM. * – Достоверные отличия между указанными значениями (р�значение < 0,05 по критерию Стьюден�
та). б – Экспрессионный профиль генов CCND1, PAPSS2, FBLN1 в нормальной ткани ЩЖ и опухоли ЩЖ, содержащей
мутацию BRAF V600E, по данным транскриптомного анализа (GEO dataset ID – GSE27155 [37]). Приведены уровни
экспрессии, нормированные на средние значения экспрессии соответствующих генов в нормальной ткани ЩЖ (ось ор�
динат). Указаны средние значения для каждого типа опухоли ± SEM. * – Достоверные отличия между указанными значе�
ниями (р�значение < 0,05 по критерию Стьюдента). в – Экспрессионный профиль генов CCND1, PAPSS2, FBLN1 в не�
трансфецированных клетках «Nthy�ori�3.1» и в клетках с оверэкспрессией исследуемого онкогена «Nthy�ori�3.1 BRAF
V600E», по данным РВ�ПЦР (ось ординат). Нормализация на уровень экспрессии GAPDH и экспрессию мРНК соответ�
ствующего гена в нетрансфецированных клетках Nthy�ori�3.1. Указаны средние значения по 3�м независимым измерени�
ям ± SEM. * – Достоверные отличия между указанными значениями (р�значение < 0,05 по критерию Стьюдента). г – Вес�
терн�блот анализ фосфорилирования белка Erk1/2 (p44/42 MAPK). Справа показан результат анализа на фосфорилиро�
ванный Erk1/2, слева – на общий. В обоих случаях приведен контроль нанесения (окраска мембраны красителем Понсо
S). На графике указано относительное значение роста общего и фосфорилированного Erk1/2 в клетках, экспрессирующих
BRAF V600E, относительно исходных клеток Nthy�ori�3.1. Средние значения по 3�м независимым измерениям ± SEM.
* – Достоверные отличия между указанными значениями (р�значение < 0,05 по критерию Стьюдента)
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на выраженное влияние подавления экспрессии
гена PTPN11 на экспрессию IL8, а также ряда
других провоспалительных и ростовых факто�
ров. Изменение уровня мРНК этих генов харак�
терно для клеток, находящихся в состоянии он�
коген�индуцированного старения [43]. Кроме
того, данное воздействие привело к изменению
экспрессии ряда ключевых факторов развития
ОИС (IL8, p15, p16, p21 и IGFBP7). Так фактор
p21 способен осуществлять остановку клеточ�
ного цикла в двух фазах (G1 и G2) за счет инги�
бирования циклин�зависимой киназы 1А [41,
42]. Фактор p16 оказывает воздействие через
сигнальный путь pRb, подавляя действие цик�
лин�зависимых киназ, что приводит к останов�
ке клеточного цикла в фазе G1 [44], а фактор
p15 реализует остановку пролиферации через
путь TGF�β, его мишенями также являются
циклин�зависимые киназы (CDK4 и CDK6)
[45]. В свою очередь, для белка IGFBP7 показа�
на ключевая роль BRAF в ингибировании сиг�
нального пути BRAF�MEK�ERK и активации
программы ОИС в невусе, содержащем мута�
цию V600E гена BRAF [46].

Таким образом, в результате анализа тран�
скриптома было обнаружено изменение
экспрессии этих генов, а также других, непосред�
ственно задействованных в регуляции пролифе�
рации и выживания клеток. Верификация изме�
нения экспрессии ряда генов, задействованных
в данных процессах, была проведена с помощью
количественной РВ�ПЦР в нескольких допол�
нительных экспериментах (рис. 3).

Согласно полученным данным, экспрессия
ряда факторов участвующих в развитии онкоген�
индуцируемого старения (p15, p16, p21 и IGFBP7)
повышена в клеточной линии Nthy�ori 3�1/
BRAF V600E по сравнению с исходными им�
мортализированными клетками фолликулярно�
го эпителия ЩЖ (линия Nthy�ori 3�1) (рис. 3).
Также экспрессия онкогена BRAF V600E приво�
дит к повышению уровня РНК, кодирующих
белки IL6, IL8 и VEGFA, повышенная секреция
которых характерна для клеток, находящихся в
состоянии ОИС [43] (рис. S2 в Приложении).
Это говорит в пользу нашего предположения о
том, что экспрессия данных генов вызвана на�
личием в клетке онкогена BRAF V600E. Также
было показано, что нокдаун гена PTPN11 значи�
тельно уменьшает экспрессию регуляторов
ОИС (RB1, P15, p16, p21 и IGFBP7) и генов
ОИС�ассоциированного секреторного профиля
(IL6, IL8 и VEGFA), приближая их экспрессию в
клетках Nthy�ori 3�1/BRAF V600E к уровню в
исходных клетках (рис. 3 и рис. S2 в Приложе�
нии). Исходя из этих данных, можно предполо�
жить, что тирозинфосфатаза SHP�2 функцио�

нирует как важный элемент регуляции ОИС.
Любопытно, что добавление селективного ин�
гибитора BRAF V600E – вемурафениба – само
по себе повышает экспрессию генов p15 и р16
даже в клетках, не содержащих онкоген, однако
этот эффект также пропадает в случае нокдауна
PTPN11 (рис. 3).

Также мы показали, что введение мутации
BRAF V600E увеличивает экспрессию ряда ге�
нов, участвующих в активации сигнальных пу�
тей MAPK и P13K�AKT при агрессивном фено�
типе опухоли: Notch4 [44], MAPK3 (ERK1),
MEK1, а также многих представителей семей�
ства циклинов (гены CCNB2, CCNC и CCNA1).
Также было отмечено увеличение экспрессии не�
гативного регулятора гиперактивации BRAF –
DUSP6 [45, 46]. Стоит отметить, что для выше�
перечисленных генов использование вемурафе�
ниба зачастую усиливало эффект введения он�
когена BRAF V600E, который затем нивелиро�
вался при подавлении PTPN11 (гены Notch4,
CCNA1, DUSP6 и др.). Известно, что гены Notch4
и CCNA1 участвуют в развитии лекарственной
устойчивости при лечении рака груди [47] и ра�
ка яичников [48]. Также известно, что при повы�
шении уровня экспрессии CCNA1 повышается
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Рис. 2. Подавление экспрессии гена PTPN11 с помощью
малых интерферирующих РНК в нетрансфецированных
клетках «WT» и в клетках с оверэкспрессией исследуемого
онкогена «BRAF V600E», подвергнутых обработке вемура�
фениба (+вем) и без обработки. Клетки, обработанные
миРНК к гену PTPN11, обозначены «SI»; клетки, обрабо�
танные контрольными РНК, обозначены «SC». Приведен
относительный уровень экспрессии гена, нормализованно�
го на экспрессию гена GAPDH (ось ординат). Указаны сред�
ние значения по двум независимым экспериментам ± SEM.
* – Достоверное отличие от образца, трансфецированного
контрольными (scrambled) scРНК (р�значение < 0,05 по
критерию Стьюдента)
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частота развития острого лимфобластного лей�
коза в мышиной модели [49], а высокий уровень
экспрессии CCNB2 и CCNC может наблюдаться
при развитии различных опухолей: колорек�

тальной аденокарциноме, раке молочной желе�
зы [50] и аденоме гипофиза [51]. Подавление
экспрессии гена PTPN11 приводит к снижению
влияния BRAF V600E на экспрессию генов цик�
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Рис. 3. Относительный уровень экспрессии ряда генов после подавления экспрессии гена PTPN11 с помощью миРНК
и/или селективного ингибирования BRAF V600E с использованием вемурафениба. По оси абсцисс указаны разные вари�
анты исследуемых клеток, исходные клетки «WT» и клетки, экспрессирующие исследуемый онкоген «BRAF V600E», не�
обработанные или обработанные вемурафенибом (+вем). Клетки, обработанные миРНК к гену PTPN11, обозначены
«SI», клетки, обработанные контрольными РНК, обозначены «SC». Приведены уровни экспрессии генов, нормализован�
ные на экспрессию гена GAPDH (ось ординат). * – Означает достоверное отличие от образца, трансфецированного конт�
рольными (scrambled) РНК (scRNA) (р�значение < 0,05 по критерию Стьюдента)
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линов CCNA1, CCNB2 и CCNC и гена Notch4,
что указывает на неоднозначную роль фосфота�
зы SHP�2 в развитии опухолей с мутацией BRAF
V600E.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нарушение пути передачи сигналов RAS/
RAF/MEK/ERK характерно для многих типов
человеческих опухолей. Система контроля ак�
тивности компонентов MAPK�каскада строит�
ся на негативной обратной связи между сами�
ми компонентами каскада. При нормальной
активации данного каскада последовательно
активируется ряд его элементов, однако при
появлении конститутивно активного участни�
ка каскада (например, BRAF V600E) или при
ингибировании какого�то элемента каскада
механизмы обратной связи могут соответ�
ственно блокировать или реактивировать про�
хождение сигнала по каскаду. Мы предполага�
ем, что SHP�2 может играть важную роль в по�
добной регуляции данного каскада: с одной
стороны, участвовать в реактивации пролифе�
рации в случае ингибирования определенных
элементов, а с другой стороны, подавлять деле�
ние клеток, экспрессирующих конститутивно�
активный компонент каскада. Так было пока�
зано, что единичное терапевтическое ингиби�
рование одного компонента MAPK�каскада
при опухолях различной этиологии (например,
MEK или RAF) приводит к повышению
экспрессии различных рецепторных тирозин�
киназ и, как следствие, возникновению адап�
тивной устойчивости опухоли к ингибитору
[52–55]. Однако комбинация ингибиторов
против SHP�2 и ALK или MEK позволяет эф�
фективно подавлять рост опухолевых клеток с
нарушенной регуляцией ALK [56] и RAS [57].
Полученные нами данные о роли SHP�2 в регу�
ляции транскрипции генов (Notch4, CCNA1),
связанных с активацией опухолевого роста в
ответ на экспрессию онкогена BRAF V600E в
присутствии вемурафениба, также указывают
на способность SHP�2 участвовать в реактива�
ции регуляции пролиферации клеток в ответ на

подавление компонентов каскада RAS/RAF/
MEK/ERK. С другой стороны, согласно полу�
ченным нами данным фосфатаза SHP�2 играет
важную роль в активации транскрипции фак�
торов p15, p16, p21, RB1 и IGFBP7, участвующих
в ОИС, вызванной экспрессией BRAF V600E,
причем вемурафениб может удваивать ингиби�
рующий эффект от подавления экспрессии
PTPN11 в случае генов p15 и IGFBP7.

Таким образом, согласно нашему предполо�
жению, фосфатаза SHP�2 может играть важную
роль в регуляции MAPK�каскада и как фактор,
передающий сигнал от EGFR, HER2 и др., и как
важный фактор, участвующий в негативной ре�
гуляции каскада при нарушении его работы.
Этим может объясняться двоякое влияние дан�
ной фосфатазы на процессы онкогенеза в зави�
симости от наличия или отсутствия мутаций
компонентов MAPK�каскада и компонентов
ОИС, а также в зависимости от используемой
терапии. Данные, представленные в этой статье,
указывают на возможные неоднозначные по�
следствия подавления SHP�2 в клетках консти�
тутивно�активных участников каскада RAS/
RAF/MEK/ERK. С одной стороны, блокировка
данной фосфатазы позволяет предотвращать ре�
активацию пролиферации клеток в ответ на ис�
пользование ингибиторов отдельных компонен�
тов каскада, с другой – подавление SHP�2 мо�
жет привести к активации пролиферации кле�
ток из�за нарушения ОИС.

Финансирование. Исследование выполнено
при финансовой поддержке Российского фонда
фундаментальных исследований в рамках науч�
ного проекта № 18�315�00171 мол_а; лентиви�
русный вектор, содержащий ген BRAF V600E и
данные для рис. 1, получены при финансовой
поддержке Российского научного фонда (грант
№ 16�15�10423).

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая
статья не содержит каких�либо исследований с
участием людей в качестве объектов исследова�
ний или с использованием животных.
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PTPN11 KNOCKDOWN PREVENTS CHANGES IN THE EXPRESSION
OF GENES CONTROLLING CELL CYCLE, CHEMOTHERAPY
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The MAPK (RAS/BRAF/MEK/ERK) signaling pathway is a kinase cascade involved in the regulation of cell prolif�
eration, differentiation, and survival in response to external stimuli. The V600E mutation in the BRAF gene has been
detected in various tumors, resulting in a 500�fold increase in the BRAF kinase activity. However, monotherapy with
selective BRAF V600E inhibitors often leads to the reactivation of MAPK signaling cascade and emergence of drug
resistance. Therefore, new targets are being developed for the inhibition of components of the aberrantly activated
cascade. It was recently discovered that resistance to the BRAF V600E inhibitors may be associated with the activity
of the tyrosine phosphatase SHP�2 encoded by the PTPN11 gene. In this paper, we analyzed transcriptional effects of
the PTPN11 gene knockdown and selective suppression of BRAF V600E in a model of thyroid follicular epithelium.
We found that the siRNA�mediated knockdown of PTPN11 after vemurafenib treatment prevented an increase in the
expression of CCNA1 and NOTCH4 genes involved in the formation of drug resistance of tumors. On the other hand,
downregulation of PTPN11 expression blocked the transcriptional activation of genes (p21, p15, p16, and IGFBP7)
involved in the cell cycle regulation and oncogene�induced senescence in response to the BRAF V600E expression.
Therefore, it can be assumed that SHP�2 participates not only in the drug resistance emergence in cancer cells, but
also in the oncogene�induced cell senescence.
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Апоптоз или запрограммированная гибель эритроцитов – это ключевой момент в выявлении анемии при
различных патологических состояниях, включая сахарный диабет, хронические заболевания почек (ХБП),
рак, сепсис и др. Окислительный стресс, важный триггер в процессе ускоренной гибели эритроцитов при
эриптозе, является основным механизмом, лежащим в основе возникновения анемических состояний при
вышеуказанных патологиях. Поэтому выявление антиоксидантных и антиэриптотических средств для лече&
ния связанных со стрессом заболеваний сегодня является все более востребованным. В настоящей работе
продемонстрированы антиоксидантные и антиэриптотические свойства этанольного экстракта оболочки се&
мян тамаринда (TSCEE), действующие против индуцированного AAPH (2,2′ азобис (2&амидинопропан гид&
рохлорид)) окислительного стресса и эриптоза. Присутствие вероятных вторичных метаболитов в экстракте
TSCEE исследовали с помощью колоночной хроматографии RP&HPLC. Активные функциональные группы,
присутствующие в экстракте, были изучены с помощью инфракрасной спектроскопии с преобразованием
Фурье (FT&IR). Циклические вольтамперометрические исследования подтвердили антиоксидантный потен&
циал препарата. Кроме того, способность экстракта TSCEE защищать эритроциты была подтверждена при
оценке маркеров эриптоза, таких как активные формы кислорода (АФК), внутриклеточный уровень кальция
и экстернализация фосфатидилсерина. Также было показано, что экстракт TSCEE понижал уровень пере&
кисного окисления липидов, содержание карбонильных групп в белках, восстанавливал внутриклеточный
уровень глутатиона (GSH), способствовал активации антиоксидантных ферментов и ферментов, участвую&
щих в восстановлении пула GSH. В заключение следует отметить, что TSCEE имеет обширное терапевтичес&
кое применение, поэтому он может быть перспективным терапевтическим агентом для лечения эриптоза,
индуцированного окислительным стрессом, и следующей за этим анемии при различных патологиях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: этанольный экстракт оболочки семени тамаринда (TSCEE – Tamarind Seed Coat
Ethanol Extract), активные формы кислорода (АФК), эриптоз, (GSH/GSSG), G6PDH, антиоксидант, AAPH.
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Эритроциты – это наиболее уникальные
клеточные компоненты, присутствующие в кро&
вотоке, они являются основным средством
снабжения кислородом и удаления углекислого
газа из тканей через газообмен в легких. Каж&

дый день у здоровых взрослых людей появляют&
ся ~200 миллионов эритроцитов, и их продол&
жительность жизни составляет 120 дней. Цито&
кин под названием эритропоэтин, образующий&
ся в почках, заставляет гемопоэтические стволо&
вые клетки из костного мозга проходить ряд ста&
дий дифференцировки, чтобы сформировать
зрелые эритроциты, которые характеризуются
отсутствием митохондрий и ядра [1, 2]. Будучи
клетками, несущими кислород, эритроциты бо&
лее подвержены окислительному повреждению.
Некоторые аспекты, такие как непрерывное
воздействие кислорода, высокое содержание
полиненасыщенных жирных кислот в их липид&

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; AAPH – 2,2′ азобис (2&амидинопропан гидро&
хлорид); GSH – восстановленный глутатион; GSH – окис&
ленный глутатион; GRdx – глутатионредуктаза; GPx – глу&
татионпероксидаза; GST – глутатион&S&трансфераза;
MetHb – метгемоглобин; СОД – супероксиддисмутаза;
CAT – каталаза; ФС – фосфатидилсерин; ХБП – хрони&
ческие болезни печени.

* Адресат для корреспонденции.
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ном бислое и автоокисление гемоглобина, при&
водящее к деградации гема, делают циркулиру&
ющие эритроциты восприимчивыми к окисли&
тельному повреждению [3]. В нормальных усло&
виях эритроциты хорошо снабжены антиокси&
дантными молекулами и детоксицирующими
ферментами для борьбы с окислительным
стрессом. Однако сообщалось, что при некото&
рых патологических состояниях, включая диа&
бет, рак и хронические заболевания почек
(ХБП), наблюдали повреждение эритроцитов в
результате окислительного стресса. В настоящее
время показано, что терапевтические препара&
ты, используемые для лечения этих патологи&
ческих состояний, управляют окислительным
стрессом, вызывая повреждение эритроцитов.
Избыточный окислительный стресс вызывает
как лизис эритроцитов [4], так их старение и ги&
бель от эриптоза. Эриптоз – это суицидальная
гибель эритроцитов, которая характеризуется
сморщиванием клеток и скремблированием
рассматриваемыми как признаки апоптоза [5].
Таким образом, устойчивый окислительный
стресс может изменить параметры крови за счет
снижения количества эритроцитов и, наконец,
может привести к тяжелым анемическим состо&
яниям. Анемия вызывает гипоксию в различных
органах, а симптомы анемии включают рас&
стройство желудка, нарушение когнитивных
функций, депрессию, сердечно&сосудистые ослож&
нения, головокружение и одышку при физичес&
кой нагрузке. Кроме того, у пациентов, страда&
ющих раком, ХБП и сердечно&сосудистыми ос&
ложнениями, окислительный стресс, вызван&
ный анемией, является наиболее распростра&
ненной проблемой [6]. Антиоксидантная тера&
певтическая стратегия помогает в более эффек&
тивном управлении вышеуказанной проблемой,
чтобы преодолеть эти вторичные побочные эф&
фекты при различных патологиях. Лекарствен&
ное растение тамаринд – источник богатый ан&
тиоксидантными молекулами – является пред&
почтительным выбором для терапии. Тамаринд
индийский или индийский финик (Tamarindus
indica L) относится к семейству Fabaceae и под&
семейству Caesalpiniodeae. Хотя родиной этого
тропического дерева является Африка, оно ши&
роко представлено в мире. T. Indica является
стручком и, подобно фруктам, имеет съедобную
часть и семена. Съедобная часть используется в
ресторанах и традиционной медицине по всему
миру. В то же время семенная оболочка
(TSCEE), содержит множество фитохимических
веществ, главным образом полифенолов, алка&
лоидов, флавоноидов, тритерпенов и полисаха&
ридов, используемых при лечении различных
патофизиологических состояний человека [7].

Несмотря на огромное терапевтическое приме&
нение оболочки семян тамаринда его способ&
ность защищать эритроциты не была исследова&
на. Таким образом, в настоящей работе показа&
на эффективность защиты эритроцитов с по&
мощью TSCEE против AAPH&индуцированного
окислительного стресса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Химические соединения и реактивы. 2,2′ азо&
бис (2&амидинопропан гидрохлорид) (AAPH);
2′,7′&дихлородигидрофлуоресцеин (DCFDA);
Fura&2AM, меченый аннексин V&FITC; HEPES
[4&(2&гидроксиэтил)&1 пиперазин этансульфо&
новая кислота]; тиобарбитуровая кислота
(TBA); 1,1′,3,3′&тетраметоксипропан (TMP);
восстановленный глутатион (GSH); окислен&
ный глутатион (GSSG); O&фталевый альдегид;
1&хлор&2,4&динитробензол (CDNB) и кальцеин
были приобретены у фирмы «Sigma», США. Все
остальные реактивы были аналитической чис&
тоты.

Растительный материал и получение экстракта
оболочки семени тамаринда. Семена тамаринда
были приобретены на местном рынке в городе
Тумкур. Семена были тщательно помыты и высу&
шены при комнатной температуре в течение 24 ч,
после этого высушенные семена прогревали при
температуре 50 °C в течение 15 мин, семенные
оболочки механически отделяли, гомогенизиро&
вали, перетирая пестиком в ступке, добавляя
95% этанол. Полученный этанольный экстракт
фильтровали через фильтровальную бумагу Ват&
ман № 1 и выпаривали спирт. Полученный
фильтрат полностью растворяли в воде и исполь&
зовали для проведения дальнейшего анализа.

Анализ растительных компонентов экстракта
TSCEE с помощью прибора HPLCNPDA. Расти&
тельные компоненты экстракта TSCEE опреде&
ляли при помощи HPLC&PDA («Waters Corpora&
tion», США). Примерно 20 мкл образца TSCEE
наносили на колонку C18 (150 мм × 4,60 мм, раз&
мер частиц 5 мкм). Колонку предварительно
уравновешивали 10%&м ацетонитрилом в воде
для HPLC. Образец элюировали с использова&
нием линейного градиента воды для HPLC и
ацетонитрила (растворители А и В, 9 : 1 v/v).
Скорость потока составляла 1 мл/мин, и обра&
зец сканировали при различных длинах волн в
диапазоне 200–800 нм.

Инфракрасная спектрофотометрия с преобраN
зованием Фурье (FTNIR – Fourier Transform
Infrared Spectrophotometer) и определение антиокN
сидантной активности экстракта TSCEE с поN
мощью циклической вольтамперометрии. Измере&
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ния спектров FT&IR и циклическую вольтампе&
рометрию проводили по методам Kareru et al. [8]
и Arulpriya et al. [9]. ИК&спектры записывали,
используя Frontier FT&IR/FIR system («Perkin
Элмера», США) в виде гранул КБР. Цикличес&
кую вольтамперометрию (CV – сyclic voltamme&
try) проводили на приборе CHI608E model
potential state в стандартных трехэлектродных
ячейках из стекловидного углерода с платино&
вой проволокой и электрода Ag/AgCl при ком&
натной температуре.

Забор крови человека. Забор крови у здоро&
вых взрослых волонтеров проводили с исполь&
зованием антикоагулянта, кислой цитратной
декстрозы (ACD – Acid Citrate Dextrose; 85 мМ
цитрата натрия, 71 мМ лимонной кислоты и
111 мМ декстрозы) в соотношении 6/1 =
= кровь/ACD (v/v), после чего центрифугирова&
ли при 200 g в течение 10 мин при 37 °C. В ре&
зультате была получена обогащенная тромбоци&
тами плазма (супернатант) и осадок, содержа&
щий эритроциты. Осажденные эритроциты про&
мывали 2–3 раза 10 мМ фосатным солевым бу&
фером (PBS – Phosphate Buffer Saline, pH 7,4).
Далее получали 2%&ный гематокрит на основе
осажденных эритроцитов с добавлением 1 мМ
глюкозы в 10 мМ PBS, и использовали его для
дальнейшего анализа.

Определение уровня индуцированного AAPH
метгемоглобина (MetHb) и активности MetHbNреN
дуктазы. Образование MetHb в эритроцитах оп&
ределяли с помощью метода Benesch et al. [10] с
небольшими изменениями. Вкратце, по 1 мл
эритроцитов (2%&ный гематокрит) помещали в
пробирки, независимо обрабатывали различны&
ми концентрациями AAPH (0–500 мкМ) и ин&
кубировали в течение 24 ч при 37 °C. После за&
вершения инкубации клетки лизировали в PBS,
содержащем 1%&ный Triton X&100 (1/1, v/v) и из&
меряли поглощение при 630 нм. В качестве по&
ложительного контроля эритроциты обрабаты&
вали 20 мМ NaNO2 (это означало, что образует&
ся 100% MetHb). Для определения защитного
эффекта к предварительно обработанным
AAPH (500 мкМ) эритроцитам добавляли
различные концентрации экстракта TSCEE
(0–200 мкг/мл).

Активность MethHb&редуктазы определяли
по методу Sharma et al. [11]. Вкратце, к исход&
ным AAPH (500 мкМ) и предварительно обра&
ботанным AAPH (500 мкМ) гемолизатам до&
бавляли различные концентрации TSCEE
(0–200 мкг/мл) вместе с НАДН и 2,6 дихлорфе&
нолиндофенолом в качестве акцептора электро&
нов, после чего измеряли поглощение образцов
при 600 нм. Активность MethHb&редуктазы рас&
считывали по скорости снижения поглощения.

Определение уровня активных форм кислорода
(АФК), внутриклеточного Сa2+ и экстернализации
фосфатидилсерина (ФС). Ключевые параметры
эриптоза, такие как повышение содержания
АФК, повышение уровня внутриклеточного Сa2+

и экстернализация фосфатидилсерина, оценива&
ли с помощью метода Driver et al. [12] с некото&
рыми незначительными изменениями. Для ин&
дукции эриптоза использовали AAPH (1 мМ), а
для исследования ингибирования эритроциты
(2%&ный гематокрит) предварительно инкубиро&
вали с AAPH (1 мМ) и затем обрабатывали раз&
личными концентрациями экстракта TSCEE
(0–200 мкг/мл). Конечный объем доводили до
200 мкл раствором Рингера, содержащим 125 мМ
NaCl, 5 мМ KCl, 3 мМ MgSO4, 5 мМ HEPES,
2 мМ CaCl2, 10 мМ глюкозы (pH 7,4) и инкуби&
ровали в течение 30 мин при 37 °C. Далее в реак&
ционную смесь добавляли флуоресцентные кра&
сители, такие как DCF&DA (10 мкМ), Fura&2AM
(2 мкМ) и аннексин V&FITC (5 мкМ), и инкуби&
ровали при 37 °C в течение 30 мин, чтобы опре&
делить уровни АФК, внутриклеточного Ca2+ и
степень экстернализации ФС соответственно.
Полученную флуоресценцию измеряли с по&
мощью считывателя для микропланшет Varioskan
multimode plate reader («Thermo Scientifics»,
США) при возбуждении реакционной смеси при
488 нм с последующей эмиссией при 530 нм для
определения АФК. Для определения внутрикле&
точной концентрации ионов Ca2+ возбуждение
клеток проводили при 340 и 380 нм при постоян&
ной длине волны эмиссии 500 нм. Экстернализа&
цию ФС проводили при длине волны возбужде&
ния 496 нм и длине волны эмиссии 530 нм.

Определение жизнеспособности эритроцитов.
Анализ жизнеспособности эритроцитов прово&
дили по методу NaveenKumar et al. [13]. Сначала
эритроциты (2%&ный гематокрит) независимо
обрабатывали или AAPH (1 мМ) или TSCEE
(200 мкг/мл). При определении ингибирующей
роли клетки обрабатывали AAPH (1 мМ) в при&
сутствии возрастающих концентраций TSCEE
(0–200 мкг/мл) и инкубировали в течение 8 ч
при 37 °C, затем их окрашивали кальцеином AM
(10 мкМ) и инкубировали в течение 30 мин при
37 °C. Клетки дополнительно промывали и из&
меряли флуоресценцию при длине волны воз&
буждения 488 нм, а эмиссию регистрировали
при 585 нм.

Определение перекисного окисления липидов
(LPO – lipid peroxidation) и содержания карбоN
нильных групп в белках (PCC – protein carbonyl
content). Перекисное окисление липидов оцени&
вали с помощью метода Ohakawa et al. [14]. В су&
хие пробирки для определения размещали
~1,0–2,0 мг белка лизата эритроцитов, обрабо&
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танных агонистом AAPH (1 мМ) и TSCEE
(0–200 мкг/мл). Затем в каждую пробирку до&
бавляли ~1,5 мл 20%&ной уксусной кислоты
(v/v) (pH 3,5), 0,2 мл 8%&го (w/v) SDS и 1,5 мл
0,8%&ной (w/v) тиобарбитуровой кислоты. Реак&
ционную смесь нагревали при 45–60 °C в тече&
ние 45 мин, затем центрифугировали при 450 g в
течение 10 мин. Образующиеся аддукты экстра&
гировали 1&бутанолом (3 мл). Образующийся
продукт TBARS (Thiobarbituric Acid&Reactive
Substance) регистрировали при 532 нм и рассчи&
тывали его количество, используя в качестве
стандарта TMP (1,1,3,3&тетраметоксипропан).

Содержание карбонильных групп в белках из&
меряли с помощью динитрофенилгидразина
(DNPH) в соответствии с методом, описанным
Levine et al. [15]. К 1 мг/мл белка лизата эритро&
цитов, обработанных агонистом AAPH (1 мМ) и
TSCEE (0–200 мкг/мл), добавляли 5 мкл 10 мМ
DNPH в 2 N HCl и инкубировали в течение 1 ч
при периодическом встряхивании при комнат&
ной температуре. Соответствующие контроль&
ные образцы приготавливали путем добавления
только 2N HCl. После завершения инкубации ре&
акционную смесь осаждали с помощью 20%&ной
ТХУ и центрифугировали при 1200 g в течение
15 мин. Полученный осадок дважды промывали
ацетоном, центрифугировали при 2500 g в тече&
ние 15 мин и растворяли в 1 мл 20 мМ Tris&HCl
буфере (pH 7,4), содержащем 0,14 M NaCl и 2%
SDS. Поглощение супернатанта регистрировали
при 360 нм. Разницу в значении поглощения оп&
ределяли и выражали в мкм карбонильных
групп/мг белка, используя коэффициент моляр&
ной экстинкции 22 мМ–1 см–1.

Определение содержания GSH и GSSG. Что&
бы выяснить редокс&статус эритроцитов, опре&
деляли уровни GSH и GSSG, используя метод
Sundaram et al. [16]. Вкратце, чтобы оценить
уровень GSH, к эритроцитам (2%&ный гематок&
рит), предварительно обработанным агонистом
AAPH (1 мМ) и ингибиторами TSCEE
(0–200 мкг/мл), добавляли o&фталевый альдегид
(1 мг/мл) при комнатной температуре в течение
15 мин. Далее чтобы определить соотношение
GSH/GSSG, до добавления o&фталевого альде&
гида образцы обрабатывали N&этилмалеимидом
(10 мкМ). Итоговую флуоресценцию измеряли
при 430 нм после возбуждения образцов при
365 нм. Концентрацию GSH и GSSG определя&
ли с использованием стандартных кривых.

Определение активности ферментов, участвуN
ющих в поддержании редоксNгомеостаза. Опреде�
ление активности супероксиддисмутазы (СОД) и
каталазы (КAT). Определение активности СОД
и КAT в лизатах эритроцитов проводили с ис&
пользованием метода, описанного Sundaram et

al. [7]. Вкратце, 2%&ный гематокрит в PBS обра&
батывали как контроль, а 1 мМ AAPH – как аго&
нист соответственно. Для исследования инги&
бирующего влияния эритроциты, обработанные
AAPH, инкубировали с TSCEE (0–200 мкг) в те&
чение 2 ч. После завершения инкубации эритро&
циты лизировали в дистиллированной воде и
использовали для определения активности фер&
ментов, таких как СОД и КАТ. Для определения
активности СОД 0,1 мл лизата эритроцитов
(0,05 мг белка) добавляли в реакционную смесь
(1 мл), состоящую из фосфатного буфера
(16 мМ, pH 7,8), смеси TEMED/ЭДТА (8 мМ/
0,08 мМ) и 0,15% (w/v) кверцетина. Снижение
величины поглощения регистрировали в тече&
ние 1 мин при 406 нм. За единицу принимали
количество белка, которое ингибирует процесс
автоокисления кверцетина на 50%. Для опреде&
ления активности КАТ в лизатах эритроцитов
проводили измерение скорости гидролиза H2O2

при 240 нм. Образцы эритроцитов (0,05 мг бел&
ка) добавляли в реакционную смесь (1мл), со&
держащую натрий&фосфатный буфер (100 мМ,
pH 7,4) и H2O2 (8,8 мМ). Регистрировали сниже&
ние поглощения при 240 нм в течение 3 мин и
активность фермента выражали в виде количе&
ства мМ разложившейся H2O2/мин/мг белка.

Определение активности глутатионредукта�
зы (GRdx), глутатионпероксидазы (GPx) и глута�
тион�S�трансферазы (GST). Активность GRdx в
лизатах эритроцитов определяли по методу,
описанному Sundaram et al. [7]. Кратко, к 1 мл
100 мМ фосфатного буфера (pH 7,0), содержа&
щего 2 мМ ЭДТА, 20 мМ GSSG и 2 мМ НАДФН
(в 0,1%&ном NaHCO3) добавляли 0,1 мл лизата
эритроцитов (0,05 мг белка). Снижение величи&
ны поглощения при 340 нм регистрировали в те&
чение 3 мин.

Активность GPx измеряли с помощью мето&
да с сопряженными ферментами, как это было
описано Tung et al. [17]. В реакционную смесь
(1 мл), содержащую 770 мкл 50 мМ натрий&фос&
фатного буфера (pH 7,0), 100 мкл 10 мМ GSH,
100 мкл 2 мМ НАДФН, 10 мкл 1,125 M азида нат&
рия и 10 мкл 100 U/мл GPx, добавляли ~10 мкл
лизата эритроцитов. После уравновешивания
смеси в течение 10 мин реакцию начинали, до&
бавляя в реакционную смесь 50 мкл 5 мМ H2O2,
и измеряли окисление НАДФН в течение 3 мин
при 340 нм. Активность GPx рассчитывали, ис&
пользуя коэффициент молярной экстинкции
для НАДФН при 340 нм, равный 6,22 M–1см–1.

Активность GST измеряли в соответствии с
методом Guthenberg et al. [18]. В реакционную
смесь (1 мл), содержащую 900 мкл 100 мМ PBS
(pH 6,5,), 1 мМ ЭДТА, 50 мкл 20 мМ GSH и
50 мкл CDNB (20 мМ раствор в этаноле), аго&
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нист (AAPH, 1 мМ) и ингибитор (TSCEE,
0–200 мкг/мл), добавляли предварительно обра&
ботанные эритроциты (2%&ный гематокрит).
Смесь инкубировали течение 3 ч, после чего регис&
трировали увеличение поглощения при 340 нм в
течение 3 мин. За едицину активности глутатион&
редуктазы, глутатиопероксидазы и глутатион&S&
трансферазы принимали количество фермента,
необходимое для получения 1,0 мкмоль соответ&
ствующего продукта или потребление 1,0 мкмоль
соответствующего субстрата за 1 мин.

Определение активности глюкозо�6�фосфат�
дегидрогеназы (G6PDH). Активность G6PDH оп&
ределяли по увеличению величины поглощения
при 340 нм в течение 3 мин благодаря НАДФ&за&
висимому превращению глюкозо&6&фосфата [16].
Вкратце, промытые эритроциты (2%&ный гема&
токрит в PBS) обрабатывали агонистом AAPH
(1 мМ). При исследовании ингибирующего эф&
фекта обработанные AAPH эритроциты инкуби&
ровали с TSCEE (0–200 мкг) в течение 3 ч при
37 °C. После завершения инкубации эритроциты
суспендировали и лизировали в 1 мМ PBS буфе&
ре. Лизаты использовали для определения ак&
тивности G6PDH в реакционной смеси (1 мл)
50 мМ Tris&HCl (pH 7,5), содержащей 3,8 мМ
НАДФ, 3,3 мМ глюкозо&6&фосфата и 6,3 мМ
MgCl2. За единицу активности глюкозо&6&фос&
фатдегирогеназы принимали количество фер&
мента, способное производить 1,0 мкмоль
НАДФН в течение 1 мин.

Определение концентрации белка. Концент&
рацию белка в образцах определяли по методу
Lowry et al. [19], используя в качестве стандарта
БСА.

Статистическая обработка данных. Статисти&
ческий анализ был выполнен при использова&
нии программы Graph Pad Prism. Все результаты
представляют среднее значение ± стандартная
ошибка отклонения трех независимых экспери&
ментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экстракт TSCEE содержит большое количестN
во алкалоидов, флавоноидов и полифенолов. Для
определения фитохимических составляющих в
экстракте TSCEE, образцы подвергали высоко&
эффективной жидкостной хроматографии на
колонке С18 с фотодиодным регистратором
(RP&HPLC&Photo Diode Array detector). Мони&
торинг хроматографического разделения прово&
дили в диапазоне длин волн 200–800 нм в тече&
ние 1 ч. Полученные хроматограммы свидетель&
ствуют о том, что фитохимическими вещества&
ми, присутствующими в экстракте TSCEE, яв&

ляются алкалоиды, флавоноиды и полифенолы
(рис. 1, a). Далее спектры FTIR экстракта
TSCEE показали присутствие полосы поглоще&
ния при 3446 и 3429 см–1, предполагающие рас&
тяжение связи O–H. Кроме того, в экстракте
TSCEE была обнаружена арильная полоса при
590 см–1, а алкильные полосы появлялись при
507 и 521 см–1. Это укрепляет предположение о
присутствии гидроксильных, арильных и ал&
кильных групп в экстракте TSCEE, что свиде&
тельствует о наличии активных биохимических
соединений (рис. 1, b).

Антиоксидантная активность экстракта
TSCEE. Для определения антиоксидантного по&
тенциала экстракта TSCEE скорость окисли&
тельно&восстановительного сканирования из&
меряли, используя различные системы раство&
рителей K4[Fe (CN)6] + K3[Fe(CN)6] + KCL
(5мМ) в диапазоне скорости сканирования
10–120 мВс–1 и KOH (0,3 мМ). Установлено, что
диапазон потенциалов окислительно&восстано&
вительных пиков для электрода сравнения со&
ставляет от –1,2 до +1,2 В относительно
Ag/AgCl (0,1 мМ KCL). Был приготовлен элект&
род на основе углеродной пасты (CPE) путем из&
мельчения порошка графита (70%) и силиконо&
вого масла (30%) при использовании небольшо&
го пестика и ступки при ручном перемешивании
в течение ~30 мин, что позволило получить го&
могенный чистый CPE. Он действует как рабо&
чий электрод, платиновая проволока выступает
в качестве противоположного электрода и
Аg/AgCl – в качестве электрода сравнения. Для
этого экстракта нами были получены два пика
окисления (Epc = –0,030 и 0,175) и два пика вос&
становления (Epa = –0,270 и 0,164). Анодный
пиковый ток сдвигает Epa в анодном направле&
нии в присутствии TSCEE. Это указывало на то,
что фитоконституенты TSCEE адсорбировались
на поверхности электрода. Наши наблюдения
позволяют предположить, что процесс был диф&
фузионно контролируемым. Кроме того, было
обнаружено, что Epa смещается в анодном нап&
равлении с увеличением скорости развертки,
что указывает на квазиобратимый характер
электродной реакции. Было также отмечено,
что анодный пиковый потенциал (Epa) и полу&
пиковый потенциал (Epc) были смещены в сто&
рону более положительных значений, это свиде&
тельствует о том, что экстракт тушит свободные
радикалы кислорода. Рис. 1, c представляет со&
бой электрохимические циклические вольтам&
перограммы кривых экстракта TSCEE.

Экстракт TSCEE понижает индуцированное
AAPH образование АФК, уровень внутриклеточN
ного Ca2+, смягчает экстернализацию ФС и пониN
жает уровень гибели эритроцитов. Было изучено
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влияние экстракта TSCEE на запускаемую
AAPH генерацию АФК с помощью маркировки
эритроцитов флуорофором DCF&DA. Значи&
тельное повышение уровня АФК наблюдали при
инкубации эритроцитов только с ААPH, в то
время как не было никаких изменений при ин&
кубации эритроцитов только с экстрактом

TSCEE. Кроме того, экстракт TSCEE значитель&
но понижал уровень генерации АФК, вызванной
AAPH, это явление зависело от дозы, и полное
ингибирование наблюдали при концентрации
200 мкг (рис. 2, a). На рис. 2, b показано влияние
TSCEE на индуцированное ААПГ повышение
уровня Са2+ в эритроцитах. Для измерения уров&
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Рис. 1. Анализ с использованием HPLC и антиоксидантная активность экстракта TSCEE. На рис. 1 представлены резуль&
таты проведенного анализа TSCEE с использованием RP&HPLC и FTIR и циклической вольтмаперометрии. a – TSCEE
анализировали с помощью метода RP&HPLC с использованием колонки C18 (150 × 4,60 мм; размер частиц 5 мкм).
Колонка, предварительно уравновешенная 10%&м ацетонитрилом в воде для HPLC. Образец элюировали с использова&
нием линейного градиента (9 : 1 v/v) растворителя A (вода для HPLC) и растворителя B (ацетонитрил) со скоростью по&
тока 1 мл/мин в диапазоне 200&800 нм. Белок элюировали при скорости потока 1 мл/мин при мониторинге в диапазоне
200–800 нм. b – Спектры FTIR (Инфракрасная спектроскопия с преобразованием Фурье) экстракта TSCEE показывают
вероятные функциональные группы в TSCEE. c – Результаты цикловольтамперометрического анализа, объясняющие ре&
докс&потенциал экстракта оболочки семян тамаринда.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

a

b

c
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ня содержания внутриклеточного Ca2+ исполь&
зовали флуоресцирующий индикатор их прису&
тствия. Обработка отмытых эритроцитов с ис&
пользованием АAPH вызывала повышение
уровня внутриклеточного Ca2+. Экстракт
TSCEE повышал уровень внутриклеточного
Ca2+ в результате дозозависимой индукции
ААРН. Было обнаружено, что TSCEE осущес&
твляет значительную защиту при концентрации

200 мкг. Устойчивое повышение внутриклеточ&
ного уровня Ca2+ является ключевым событием
в инициировании скремблирования мембран и
экстернализации ФС, которое можно иденти&
фицировать с помощью окрашивания аннекси&
ном V. Как видно на рис. 2, c AAPH усиливал
связывание аннексина V, а экстракт TSCEE ин&
гибировал связывание аннексина в зависимос&
ти от дозы, и значительное ингибирование на&
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Рис. 2. Влияние TSCEE на AAPH&индуцированное образование АФК, внутриклеточный уровень ионов Ca2+, ФС и про&
цесс гибели эритроцитов. Влияние TSCEE на AAPH&индуцированное образование АФК и репрезентативная диаграмма,
на которой представлены средние значения изменений интенсивности флуоресценции DCF (a). b – Влияние TSCEE на
AAPH&индуцированные изменения уровня ионов Ca2+ внутри клеток. c – Влияние TSCEE на AAPH&индуцированную
экстернализацию ФС эритроцитов, и их репрезентативную гистограмму, показывающую медианные изменения интен&
сивности флуоресценции FITC&конъюгированного аннексина&V. d – Определение выживаемости клеток при использо&
вании регистрации флуоресценции кальцеина. Промытые эритроциты инкубировали с конечной реакционной смесью
2%&го гематокрита в растворе Рингера, дополненной AAPH в присутствии или в отсутствие TSCEE. Полученные данные
представлены в виде среднего значения ± SEM (n = 5), выраженных в виде процентов, на которые возросла флуоресцен&
ция DCF, Fura&2/AM и аннексина в сравнении с контролем. ## p < 0,01, ### p < 0,001 достоверно по сравнению с контролем.
* p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 достоверно по сравнению с AAPH.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

a b

c d
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блюдали при концентрации 200 мкг. Для опре&
деления эффективности защиты экстракта
TSCEE для эритроцитов, обработанных AAPH,
проводили анализ жизнеспособности клеток с
использованием кальцеинового красителя (рис.
2, d). Примечательно, что TSCEE показал зна&
чительную защитную эффективность на пов&
режденных клетках эри&троцитов, поскольку
он способствовал сохранению нормальной

морфологии клеток в концен&трации 200 мкг,
которая была сопоставима только с положи&
тельными контрольными эри&троцитами. Поэ&
тому можно предположить, что TSCEE защи&
щает эритроциты от эриптоза, индуцированно&
го окислительным стрессом.

TSCEE восстанавливает уровень GSH в эрипN
тотических эритроцитах. GSH играет жизненно
важную роль в смягчении окислительного
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Рис. 3. Влияние TSCEE на AAPH&индуцированный окислительный стресс в эритроцитах и оценка маркером стресса. Со&
отношение GSH (a) и GSH/GSSG (b) в эритроцитах. Вкратце, промытые эритроциты инкубировали с конечной реакци&
онной смесью 2%&го гематокрита в PBS, дополненной AAPH (1 мМ) в присутствии или в отсутствие TSCEE. Для опреде&
ления соотношения GSH и GSH/GSSG были использованы лизаты отмытых эритроцитов, что достоверно отличалось от
контроля. Значения представлены в виде среднего ± SEM (n = 5); ### p < 0,001 достоверно по сравнению с контролем;
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 достоверно по сравнению с AAPH.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

Рис. 4. Влияние AAPH на образование MetHb определяли по активности MetHb&редуктазы. a – AAPH дозозависимо ин&
дуцировал образование MetHb при концентрации 100, 200, 300, 400, 500 мкМ в течение 24 ч при 37 °C. b – активность
MetHb&редуктазы в лизате эритроцитов, обработанном AAPH (0&500 мкМ). c – Ингибирование AAPH&индуцированного
образования MetHb с помощью преинкубации с TSCEE. Все данные представлены в виде среднего ± SEM (n = 5);
# p < 0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 по сравнению с контролем PBS; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 по сравнению толь&
ко с AAPH.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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стресса, так как он участвует в детоксикации че&
рез конъюгацию. Снижение уровня GSH оказы&
вает негативное влияние на клеточную и моле&
кулярную функцию. Поэтому нами было изуче&
но влияние экстракта TSCEE на уровень GSH в
эритроцитах, обработанных AAPH. В нормаль&
ных эритроцитах был выявлен обычный уровень
GSH. С другой стороны, в эритроцитах, обрабо&
танных AAPH, уровень GSH был понижен в
сравнении с контролем. Следует подчеркнуть,
что 200 мкг экстракта TSCEE способствовали
восстановлению нормального уровня GSH в
эритроцитах, обработанных AAPH (рис. 3, a).
Кроме того, обработка клеток экстрактом
TSCEE эффективно восстанавливала соотноше&
ние GSH/GSSG, нарушенное применением
ААРН (рис. 3, b).

TSCEE восстанавливает уровень редуктазы
MetHb в эриптотических эритроцитах. В обрабо&
танных AAPH лизатах РБК наблюдался повы&
шенный процент образования MetHb по срав&
нению с необработанным лизатом эритроцитов
(рис. 4, а). Исследовали активность редуктазы
MetHb, ответственной за реверсию MetHb в ге&
моглобин. В поврежденных эритроцитах уро&
вень редуктазы MetHb был резко снижен по
сравнению с лизатом эритроцитов, обработан&
ным PBS (рис. 4, b). Интересно, что TSCEE нор&
мализовал уровень редуктазы MetHb в лизате

эритроцитов, обработанном AAPH, дозозависи&
мым образом по сравнению с необработанным
лизатом эритроцитов (рис. 4, с).

TSCEE уменьшает вызванные действием
AAPH перекисное окисление липидов и карбониN
лирование белков. Перекисное окисление липи&
дов – ключевое событие, которое демонстриру&
ет последствия окислительного стресса. На
рис. 5, a представлены результаты изучения вли&
яния экстракта TSCEE на индуцированное
AAPH перекисное окисление липидов. Эритро&
циты, которые подверглись воздействию AAPH,
демонстрировали значительное повышение
уровня перекисного окисления липидов, что
можно видеть по существенному увеличению
содержания малонового альдегида (МДА). Вы&
зывает интерес тот факт, что TSCEE понижал
уровень МДА в дозозависимом режиме, и пол&
ное ингибирование наступало при концентра&
ции 200 мкг/мл. Далее исследовали защитное
действие TSCEE на степень окисления белков в
эритроцитах человека. Экспериментальные ре&
зультаты показали значительное повышение
уровня карбонильных групп в эритроцитах об&
работанных AAPH по сравнению с контролем.
Более того, экстракт TSCEE в концентрации
200 мкг/мл вызывал значительное снижение
уровня карбонильных групп в эритроцитах,
подвергшихся воздействию AAPH (рис. 5, b).
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Рис. 5. Влияние TSCEE на AAPH&индуцированный окислительный стресс в эитроцитах и оценка маркеров стресса.
Вкратце, промытые эритроциты инкубировали с конечной реакционной смесью 2%&го гематокрита в PBS, дополненной
AAPH (1 мМ) в присутствии или в отсутствие TSCEE. Влияние TSCEE на индуцированное AAPH (a) перекисное окисле&
ние липидов (LPO), b – содержание карбонильных групп в белках (PCC), LPO и PCC определяли с использованием об&
разцов мембран эритроцитов (1 мг/мл). Полученные данные представлены в виде среднего значения ± SEM (n = 5).
### p < 0,001 достоверно по сравнению с контролем; ** p < 0,01, *** p < 0,001 достоверно по сравнению с AAPH.
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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TSCEE модулирует АAPHNиндуцированное
окислительное повреждение и восстанавливает
активность ферментов, участвующих в окислиN
тельноNвосстановительном гомеостазе. Постоян&
ный окислительный стресс является первичным
фактором, который истощает антиоксидантную
систему клеток. Эндогенные антиоксидантные
ферменты, такие как СОД и КАТ, играют ключе&
вую роль в восстановлении исходного редокс&
состояния клеток. Поэтому в настоящей работе
было оценено защитное действие экстракта
TSCEE на уровни антиоксидантных ферментов.
Значительное повышение активности антиок&
сидантных ферментов (СОД и КАТ) было отме&
чено в эритроцитах, обработанных AAPH
(1 мМ) (рис. 6, a и b), и резкое снижение актив&
ности СОД и КАТ наблюдали в эритроцитах, об&
работанных TSCEE (0–200 мкг). В дополнение к
изменениям активности антиоксидантных фер&
ментов еще одним ключевым событием в борьбе
с окислительным стрессом является повышение
уровня эндогенного GSH. Поэтому в настоящей
работе были определены уровни ферментов, ко&
торые восстанавливают исходный уровень GSH,
включая GST, GR, GPx и G6PDH, в эритроци&
тах, обработанных AAPH (1 мМ) в присутствии
или в отсутствие TSCEE (рис. 7, a и b). Было по&
казано, что в эритроцитах, обработанных AAPH
(1 мМ), происходит значительное увеличение
активности всех антиоксидантых ферментов.
Более того, наблюдали значительное пониже&
ние активности G6PDH и GST, а обработка кле&
ток экстрактом TSCEE (200 мкг) приводила к

существенному восстановлению активности
этих ферментов. Кроме того, активность фер&
ментов, задействованных в кругообороте глута&
тиона, таких как GRdx (рис. 7, c) и GPx (рис. 7, d),
снижалась после обработки клеток AAPH. В то
же время обработка эритроцитов экстрактом
TSCEE (200 мкг) приводила к существенному
восстановлению активности GRdx и GPx в
эритроцитах, обработанных AAPH.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Эритроциты являются основными клеточ&
ными компонентами, которые в кровотоке час&
то подвергаются воздействию различных хими&
ческих соединений способных быстро разру&
шить мембрану эритроцитов и воздействовать
на их нормальное функционирование. Эритро&
циты являются основными несущими кислород
клетками, поэтому они наиболее склонны к
окислительному повреждению, которое может в
дальнейшем закончиться гемолизом или выз&
вать самоубийственную смерть, называемую
эриптозом [20]. Подобно апоптозу, эриптоз ха&
рактеризуется увеличением внутриклеточного
Ca2+, сморщиванием клеток, обесцвечиванием
мембран и экспонированием фосфатидилсери&
на на клеточной мембране. Сообщалось, что
окислительный стресс вызывает эриптоз путем
активации чувствительного к ионам Ca2+ про&
ницаемого неизбирательного катионного кана&
ла. Проникновение внутрь клетки значительных
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Рис. 6. TSCEE модулирует AAPH&индуцированные окислительные повреждения и восстанавливает активность фермен&
тов, участвующих в окислительно&восстановительном гомеостазе. Активность супероксиддисмутазы (a) и каталазы (b) в
эритроцитах. Вкратце, промытые эритроциты инкубировали с конечной реакционной смесью 2%&го гематокрита в PBS,
дополненной AAPH (1 мМ) в присутствии или в отсутствие TSCEE. Полученные данные представлены в виде среднего
значения ± SEM (n = 5); ### p < 0,001 достоверно по сравнению с контролем; ** p < 0,01, *** p < 0,001 достоверно по срав&
нению с AAPH.
С цветным вариантом рис. 6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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количеств ионов Ca2+ может привести к возник&
новению последующих событий эриптоза, на&
пример, сморщивание клеток путем активации
каналов, чувствительных к ионам Ca2+ и K+, с
последующей гиперполяризацией мембраны.
Выход ионов Ca2+ вызывает сморщивание кле&
ток из&за потери KCl вместе с водой в результате
осмоса. Повышение концентрации ионов Ca2+

также ассоциируется со скремблингом мембран
и ФС, основными признаками эриптоза. Кроме

того, окислительный стресс может привести к
активации каспаз, тем самым запуская эриптоз
[21].

При некоторых случаях окислительного
стресса, ассоциированного с патологическими
состояниями, такими как рак, диабет, ХБП и
др., наблюдается повышенная гибель эритроци&
тов в результате эриптоза и последующая тяже&
лая анемия. Кроме того, было показано, что
несколько противоопухолевых препаратов так&
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Рис. 7. Влияние TSCEE на активность антиоксидантных ферментов в эритроцитах, обработанных AAPH. Вкратце, про&
мытые эритроциты инкубировали с конечной реакционной смесью 2%&го гематокрита в PBS, дополненной AAPH (1 мМ)
в присутствии или в отсутствие TSCEE (a). b – Активность G6PDH и GST. c – Активность GPx. d – Активность GRdx.
Значения представлены в виде среднего ± SEM (n = 5); ### p < 0,001 достоверно по сравнению с контролем; * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001 достоверно по сравнению с AAPH.
С цветным вариантом рис. 7 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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же индуцируют эриптоз [3, 21]. Таким образом,
регулирование окислительного стресса может
стать ключом к борьбе с анемией при этих кли&
нических заболеваниях. Было показано, что ряд
антиоксидантных молекул растительного про&
исхождения обеспечивают защиту от индуциро&
ванного окислительным стрессом эриптоза [22].
Лекарственное использование различных час&
тей тамариндового дерева хорошо документиро&
вано в традиционной медицине [23]. В настоя&
щем исследовании оценивали защитную эф&
фективность TSCEE против индуцированного
окислительным стрессом эриптоза. Хроматог&
рамма экстракта TSCEE, полученная при RP&
HPLC анализе, показала присутствие различ&
ные биологически активные компоненты таких
как флавоноиды, каротиноиды и полифенолы.
Более того, данные анализа FTIR указывают на
присутствие в растительных компонентах
экстракта TSCEE карбонильных, гидроксиль&
ных и кетоновых групп. Гидроксильные группы
могут тушить образовавшиеся во время окисли&
тельного стрессa свободные радикалы, и это
обстоятельство может быть отнесено на счет эф&
фективности защиты экстракта TSCEE. Более
того, с помощью циклических вольтамперомет&
рических исследований также была подтвержде&
на антиоксидантная активность экстракта
TSCEE.

AAPH запускает окислительный стресс, ин&
дуцирующий образование метгемоглобина с по&
ниженной редуктазной активностью. Превра&
щение гемоглобина в MetHb может отменить
способности связывать молекулярный кисло&
род, превращая его в нефункциональный белок.
Это может привести к возникновению состоя&
ния, называемого метгемоглобинемией [24–26].
Метгемоглобинредуктаза является ключевым
ферментом, который превращает MetHb в ге&
моглобин и восстанавливает его функциональ&
ную активность. Возможно, благодаря сниже&
нию уровня окислительного стресса и восста&
новлению активности метгемоглобинредуктазы
TSCEE в значительной степени снижает образо&
вание MetHb. На основе предыдущих исследо&
ваний можно предполагать, что окислительный
стресс является главным фактором, индуцирую&
щим образования MetHb. Любые такие измене&
ния делают эритроциты более восприимчивыми
к старению и гибели клеток. Поврежденные
эритроциты удаляются из кровотока в результа&
те особого процесса гибели клеток, который на&
зывается эриптозом. Повышение концентрации
АФК и последующее проникновение ионов Ca2+

в эритроциты, в свою очередь, может активиро&
вать каспазы и способствовать транслокации
ФС на поверхность эритроцитов, тем самым

подготавливая их к эриптотической гибели кле&
ток [21]. Таким образом, способность экстракта
TSCEE противостоять эриптозу может быть
связана с его врожденным антиоксидантным
потенциалом, благодаря которому он может ту&
шить АФК и таким образом снижать уровень
окислительного стресса. Более того, TSCEE в
значительной степени понижал уровень переки&
сей липидов и содержание карбонильных групп
в белках, которые являются маркерами окисли&
тельного стресса. Перекисное окисление липи&
дов является одним из основных индикаторов
окислительных повреждений, вызванных АФК.
Эритроциты богаты ненасыщенными липида&
ми, и их мембраны более склонны к окисли&
тельному повреждению. Известно, что большое
количество перекисей липидов вызывает нару&
шение нормального функционирования клетки,
снижение текучести мембран, инактивацию
мембраносвязанных рецепторов и ферментов и
повышение неспецифической проницаемости
ионов, что в итоге приводит к повреждению
клетки [27–29]. Кроме того, карбонилирование
белков может вызвать изменения структуры и
функций клетки [30]. Содержание продуктов
перекисного окисления липидов и карбониль&
ных групп в белках также в значительной степе&
ни снижалось в результате действия TSCEE, это
свидетельствовало о том, что TSCEE может ин&
гибировать вызванные воздействием ААРН на&
рушения в эритроцитах.

Выживание эритроцитов абсолютно зависит
от их способности поддерживать клеточный
окислительно&восстановительный гомеостаз.
Как ферментативные, так и неферментативные
механизмы работают совместно для борьбы с
окислительным стрессом. GSH – основной эн&
догенный антиоксидант, который помогает клет&
кам избавляться от повышенных уровней АФК
[31, 32]. Было обнаружено, что TSCEE восполня&
ет количество глутатиона в эритроцитах, кото&
рые были предварительно обработаны индукто&
ром свободных радикалов, AAPH. Кроме того,
экстракт TSCEE также способствовал восстанов&
лению активности антиоксидантных ферментов,
таких как СОД и КАТ. Кроме того, TSCEE вос&
становил активность ферментов (GST, GR GPx и
G6PDH), участвующих в пополнении GSH. В
процессе регенерации GSH молекула НАДФН
является одним из ключевых факторов, которые
образуются в эритроцитах с помощью фермента
глюкозо&6&фосфатдегидрогеназы (G6PDH) в хо&
де гексозомонофосфатного пути (HMP shunt
pathway) [33]. Поэтому защитная эффективность
TSCEE может быть обусловлена ее способ&
ностью восстанавливать клеточный окислитель&
но&восстановительный гомеостаз.
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В заключение, можно резюмировать, что
TSCEE способен эффективно защищать эритро&
циты от индуцированных ААРН окислительных
повреждений и эриптоза. Это может быть связа&
но с наличием активных фитохимических ве&
ществ, таких как алкалоиды, флавоноиды и по&
лифенольные соединения. Благодаря способнос&
ти тушить свободные радикалы терапевтические
средства на основе лекарственных растений мо&
гут стать эффективным средством в борьбе с
окислительным стрессом и возникающим вслед&
ствие его эриптозом и противодействовать ане&
мии при различных патологических состояниях.
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PROTECTIVE EFFICACY OF TAMARIND SEED COAT ETHANOLIC
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Suicidal erythrocyte death or eryptosis is the key event in eliciting anaemia in multitude of pathological conditions
including diabetes, chronic kidney diseases, cancer, sepsis, etc. Oxidative stress is an important trigger in accelerating
erythrocyte loss by eryptosis and has been shown to be the underlying mechanism for anaemic conditions in above
said pathologies. Thus, the identification of antioxidant and anti&eryptotic agents for management of the oxidative
stress&related ailments is in increasing demand today. The current work demonstrates antioxidant and anti&eryptotic
assets of tamarind seed coat ethanol extract (TSCEE) against AAPH (2,2′&azobis(2&amidinopropane)hydrochloride)&
induced oxidative stress and eryptosis. The presence of probable secondary metabolites in the TSCEE extract was
investigated by RP&HPLC column chromatography. The active groups present in the TSCEE were studied using the
Fourier&transform infrared spectroscopy. Cyclic voltammetric studies confirmed the antioxidant potential of TSCEE.
Further, the red blood cells protection property of TSCEE was confirmed by assessing various eryptotic markers such
as reactive oxygen species, cellular calcium level, and phosphatidyl serine exposure. In addition, TSCEE reduced lipid
peroxidation and protein carbonyl content, restored cellular glutathione level, antioxidant enzymes and enzymes
involved in glutathione replenishment. Thus, TSCEE may be a promising therapeutic agent for curing oxidative
stress&induced eryptosis and subsequent anaemia in various pathologies.

Keywords: tamarind seed coat ethanol extract (TSCEE), reactive oxygen species (ROS), eryptosis, GSH/GSSG,
G6PDH, antioxidant, AAPH
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