
СОДЕРЖАНИЕ

Том  86,  выпуск  3,  2021

Рекомбинантный S�белок SARS�CoV�2 in vitro способен связывать гликаны семейства

лактозамина

А.Б. Рыжиков, Г.С. Онхонова, И.Р. Иматдинов, Е.В. Гаврилова, Р.А. Максютов, Е.А. Гордеева, 
Г.В. Пазынина, И.М. Рыжов, Н.В. Шилова, Н.В. Бовин

Структура и механизмы экспрессии больших (+)РНК�геномов вирусов высших 

эукариот (мини�обзор)

А.А. Аграновский

Повышение экспрессии белков NOX�2 и Nrf�2 способствует возникновению устойчивости

клеток карциномы толстой кишки человека (HCT�116) к действию 5�фторурацила

Б.Н. Вагхела, Ф.У. Вайдия, Ч. Патхак

Роль естественных процессов старения в возникновении и патогенезе болезней, связанных 

с аномальным накоплением белковых агрегатов (обзор)

Н.С. Ильинский, С.В. Нестеров, Е.И. Шестопёрова, А.В. Фонин, В.Н. Уверский, В.И. Горделий

Молекулярные и клеточные механизмы патогенеза респираторно�синцитиальной вирусной

инфекции. Новые данные на экспериментальных моделях (обзор)

И.П. Шиловский, К.В. Юмашев, А.А. Никольский, Л.И. Вишнякова, М.Р. Хаитов

Мутации в ДНК�метилтрансферазе DNMT3A при остром миелоидном лейкозе (обзор)

Д.А. Храброва, М.Г. Якубовская, E.C. Громова

Микробный арсенал противовирусной защиты. Глава I (обзор)

А.Б. Исаев, О.С. Мушарова, К.В. Северинов

Клеточный ответ на стресс в панорамной протеомике: контроль ложноположительных результатов

И.Т. Габдрахманов, М.В. Горшков, И.А. Тарасова

Прямое действие синтетического аналога глюкагон�подобного пептида 1�го типа, лираглутида,

на зрелые адипоциты реализуется через аденилатциклаза�зависимое усиление инсулиновой

чувствительности

Е.Д. Мамонтова, С.С. Мичурина, Ю.С. Стафеев, Е.Л. Соркина, И.А. Скляник, Е.О. Кокшарова, 
М.Ю. Меньшиков, М.В.Шестакова, Е.В. Парфёнова

Характеристика каталитических свойств флавоцитохром с сульфиддегидрогеназы из

галоалкалофильной бактерии Thioalkalivibrio paradoxus
Т.В. Тихонова, А.В. Лильина, Е.М. Осипов, Н.С. Шипков, Н.И. Дергоусова, О.Г. Куликова, В.О. Попов

Влияние динамических и статических нагрузок на концентрацию миокинов в плазме 

и на содержание натрия и калия в скелетных мышцах мышей

Т.А. Кироненко, К.Г. Милованова, А.Н. Захарова, С.В. Сидоренко, Е.А. Климанова,
Е.Ю. Дьякова, А.А. Орлова, Е.С. Негоденко, Ю.Г. Калинникова,  С.Н. Орлов , Л.В. Капилевич

Митохондриальный антиоксидант SKQ1 повышает эффективность гипотермической

консервации роговицы

Г.С. Батурина, Л.Е. Каткова, И.Г. Пальчикова, Н.Г. Колосова, Е.И. Соленов, И.А. Искаков

ГИПОТЕЗА

Свободные S1�субъединицы белка шипов вируса SARS�CoV�2 могут действовать в качестве

фактора патогенеза COVID�19

А.В. Летаров, В.В. Бабенко, E.Е. Куликов

291

297

308

324

341

360

374

395

409

422

431

443

451



Recombinant S Protein of SARS�CoV�2 in vitro Is Capable of Binding Glycans of the Lactosamine Family

A. B. Ryzhikov, G. S. Onkhonova, I. R. Imatdinov, E. V. Gavrilova, R. A. Maksyutov, E. A. Gordeeva, 

G. V. Pazynina, I. M. Ryzhov, N. V. Shilova, and N. V. Bovin

Structure and Expression of Large Positive�Sense RNA Genomes of Eukaryotic Viruses (Mini�Review)

A. A. Agranovsky

Upregulation of NOX�2 and Nrf�2 Promotes 5�Fluorouracil�Resistance of Human Colon Carcinoma

(HCT�116) Cells

Bh. N. Waghela, F. U. Vaidya, and Ch. Pathak

On the Role of Normal Aging Processes in the Emergence and Pathogenesis of the Diseases Associated

with the Abnormal Accumulation of Protein Aggregates (Review)

N. S. Ilyinsky, S. V. Nesterov, E. I. Shestoperova, A. V. Fonin, V. N. Uversky, and V. I. Gordeliy

Molecular and Cellular Mechanisms of Respiratory Syncytial Viral Infection. Understanding Human

Pathology by Murine Models (Review)

I. P. Shilovskiy, K. V. Yumashev, A. A. Nikolsky, L. I. Vishnyakova, and M. R. Khaitov

AML�Associated Mutations in DNMT3A DNA Methyltransferase (Review)

D. A. Khrabrova, M. G. Yakubovskaya, and E. S. Gromova

Microbial Arsenal of Antiviral Defenses. Part I (Review)

A. B. Isaev, O. S. Musharova, and K. V. Severinov

Proteomics of Cellular Response to Stress: Taking Control of False Positive Results

I. T. Gabdrakhmanov, M. V. Gorshkov, and I. A. Tarasova

Direct Action of Glucagon�Like Peptide Type 1 Synthetic Analogue Liraglutide Realizes 

through Adenylate�Cyclase�Dependent Enhancing of Insulin Sensitivity

E. D. Mamontova, S. S. Michurina, I. S. Stafeev, E. L. Sorkina, I. A. Sklyanik, E. O. Koksharova, 

M. Y. Menshikov, M. V. Shestakova, and Ye. V. Parfyonova

Catalytic Properties of Flavocytochrome с Sulfide Dehydrogenase from Haloalkaliphilic Bacterium

Thioalkalivibrio paradoxus

T. V. Tikhonova, A. V. Lilina, E. M. Osipov, N. S. Shipkov, N. I. Dergousova, O. G. Kulikova, 

and V. O. Popov

Influence of Dynamic and Static Loads on the Concentration of Myokines in Plasma 

and on the Content of Sodium and Potassium in the Skeletal Muscles of Mice

T. A. Kironenko, K. G. Milovanova, A. N. Zakharova, S. V. Sidorenko, E. A. Klimanova, 

E. Yu. Dyakova, A. A. Orlova, E. S. Negodenko, Yu. G. Kalinnikova,  S. N. Orlov , and L. V. Kapilevich

Mitochondrial Antioxidant SkQ1 Improves Hypotermic Preservation of Cornea

G. S. Baturina, L. E. Katkova, I. G. Palchikova, N. G. Kolosova, E. I. Solenov, and I. A. Iskakov

HYPOTHESIS

Free SARS�CoV�2 Spike Protein S1 Particles May Act as a Factor of COVID�19 Pathogenesis

A. V. Letarov, V. V. Babenko, and E. E. Kulikov

291

297

308

324

341

360

374

395

409

422

431

443

451

CONTENTS

Vol.  86,  Publ. 3,  2021



291

БИОХИМИЯ,  2021,  том  86,  вып.  3,  с.  291  –  296

УДК 571.27

1 Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «ВЕКТОР» Роспотребнадзора,
630559 р.п. Кольцово, Новосибирская обл., Россия

2 Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН,
117997 Москва, Россия; электронная почта: professorbovin@yandex.ru

3 Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии имени
академика В.И. Кулакова Министерства здравоохранения Российской Федерации, 117997 Москва, Россия

Поступила в редакцию 07.11.2020
После доработки 11.11.2020

Принята к публикации 11.11.2020

Для многих вирусов, кроме основной, находят дополнительную клеточную мишень, способствующую адге�
зии вируса к клетке; часто эту роль играют гликаны. Для SARS�CoV�2 основным рецептором является пеп�
тидный мотив белка ACE2. Мы изучили взаимодействие рекомбинантного белка S SARS�CoV�2 с широким
набором гликоконъюгатов, который включал различные сиалилированные, сульфатированные и другие
гликаны, и обнаружили, что этот белок способен связывать некоторые (но не все) гликаны семейства лак�
тозаминов. Так как действие нейраминидазы вируса гриппа приводит к демаскировке лактозаминовых це�
пей, мы предполагаем, что параллельное инфицирование вирусом гриппа усилит адгезию SARS�CoV�2 к
респираторному эпителию.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SARS�CoV�2, S�гликопротеин, гликоконъюгаты, N�ацетилглюкозамин.
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РЕКОМБИНАНТНЫЙ S�БЕЛОК SARS�CoV�2 in vitro СПОСОБЕН
СВЯЗЫВАТЬ ГЛИКАНЫ СЕМЕЙСТВА ЛАКТОЗАМИНА
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ВВЕДЕНИЕ

Ключевая роль в адгезии коронавирусов
(CoV) к клетке�хозяину приписывается вирус�
ному S�белку, который представляет собой го�
мотример, каждый из мономеров которого сос�
тоит из двух субъединиц, S1 и S2. Субъедини�
ца S2 заякорена в вирусной мембране и отвечает
за слияние с клеткой�хозяином [1, 2]. Эктодо�
мен S1 состоит из четырех субдоменов
(S1A–S1D), каждый из которых может играть
рецептор�связывающую роль, но до сих пор не�
ясно, действуют ли они совместно или по от�
дельности [3]. В вирусе MERS�CoV субдо�
мен S1B отвечает за взаимодействие с дипепти�
дилпептидазой�4 и имеет решающее значение
для проникновения в хозяйскую клетку, в то

время как лектиноподобный субдомен S1A свя�
зывает O�ацетилированный сиалогликан [4, 5].
В случае SARS�CoV�1 и SARS�CoV�2 субдо�
мен S1B распознает ангиотензинпревращаю�
щий фермент 2 (ACE2) [6]; в литературе не
встречается информации о специфичности дру�
гих субдоменов, хотя ACE2 не является един�
ственной возможной мишенью для белка S из
SARS�CoV�1 и SARS�CoV�2; в частности, это
гликопротеин CD147 [7, 8]. S�Белок других ко�
ронавирусов человека, таких как HKU1 и OC43,
а также бычий BCoV имеют лектиноподобный
домен S1A, который связывает 9�O�ацетилиро�
ванную сиаловую кислоту (Sia); это взаимодей�
ствие не является высокоаффинным, но тем не
менее способствует процессу проникновения
вируса ближе к его основной мишени [9]. Что
касается сиало�связывающей активности S�бел�
ка из SARS�CoV�2, данные противоречивы: в
работе Hao et al. [10] приводится отрицательный
вывод, однако есть и другие исследования, ука�
зывающие на возможность связывания с ганг�
лиозидами [11]. Следует отметить, что все поверх�
ностные белки SARS�CoV�2 сиалилированы,
особенно S�белок с его 22 сайтами гликозилиро�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ТФА – твердофазный метод
анализа; ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2;
biot – биотин; CoV – коронавирус; Glyc – гликан;
LN – Galβ1�4GlcNAcβ; PAA – полиакриламид; PBS – фос�
фатный буферный раствор; PBS�T – PBS, содержащий
0,1% Tween 20; S – спайковый белок; Sia – сиаловая
кислота.

* Адресат для корреспонденции.



РЫЖИКОВ и др.

вания. Поскольку вирус не должен связываться
с самим собой, очевидно, что его гликан�
узнающий белок не будет связывать такие ти�
пичные терминации углеводных цепей человека
с сиаловой кислотой, как Neu5Acα2�3Gal и
Neu5Acα2�6Gal; хотя нельзя исключить взаимо�
действия с O�ацетилированными сиалозидами,
редкими для эпителиальной клетки хозяина, и
это действительно имеет место для S�белка
MERS�CoV. Иными словами, если SARS�CoV�2
и обладает сиало�связывающей способностью,
то форма распознаваемой Sia должна отличать�
ся от обычных сиало�мотивов Neu5Acα2�3Gal и
Neu5Acα2�6Gal.

Было показано [12], что низкомолекулярный
гепарин обладает значительным противовоспа�
лительным действием при лечении пациентов с
COVID�19 за счет значительного снижения про�
воспалительного цитокина IL�6; кроме того,
считается, что гепарин может напрямую взаи�
модействовать с SARS�CoV�2. Гликозаминогли�
каны (ГАГ) могут действовать как факторы адге�
зии для аденовирусов, вирусов герпеса, папил�
ломавируса, цитомегаловируса и других, и эта
адгезия эффективно ингибируется растворимой
формой ГАГ [13]. Коронавирусы также не явля�
ются исключением – NL63 и SARS�CoV�1 (в
форме псевдовируса) используют ГАГ для адге�
зии к клетке�хозяина вместе с рецептором
ACE2 [14]. Тримерная форма S�белка пандеми�
ческого SARS�CoV�2 связывается с полнораз�
мерным гепарином с поразительной аффин�
ностью (40 пМ), что на несколько порядков луч�
ше, чем для S�белка MERS�CoV [15], присут�
ствие 2�O� и 6�O�сульфатов, по�видимому, важ�
но для связывания [16]. Принимая во внимание
все вышеперечисленное, мы исследовали глика�
новую специфичность рекомбинантного S�бел�
ка SARS�CoV�2, ожидая увидеть связывание с
дополнительными углеводными рецепторами –
сульфатированными или необычными (см. вы�
ше) сиалилированными гликанами млекопита�
ющих, но обнаружили высокоаффинное взаи�
модействие в первую очередь с гликанами лак�
тозаминового типа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Гликоконъюгаты Glyc�PAA�biot (где Glyc –
это гликан, PAA – полиакриламид, biot – био�
тин с C5�спейсером) с молекулярной мас�
сой 20 кДа, содержащие 20 мол% гликана и
5 мол% биотина, получены от «GlycoNZ», Но�
вая Зеландия.

Гомотример S�белка. Рекомбинантный три�
мерный S�белок коронавируса SARS�CoV�2 был

получен с использованием исходного экспрес�
сирующего плазмидного вектора SBW4G_S�
FdT4 («Вектор», Россия). Химерный ген, коди�
рующий эктодомен S�гликопротеина и домен
тримерного бета�пропеллера фибритина бакте�
риофага Т4 с С�концевой последовательностью
8�гистидиновой метки (His8�tag), контролирова�
ли промотором CAG. Временная экспрессия
достигалась трансфекцией трансплантирован�
ных клеток HEK293 (Институт цитологии РАН,
Россия) рекомбинантной плазмидой SBW4G_S�
FdT4. Очистку рекомбинантных белков прово�
дили с помощью аффинной хроматографии на
приборе Ni�NTASuperFlow («Qiagen», Герма�
ния). Чистота и целостность всех очищенных
рекомбинантных белков подтверждена SDS�
PAGE; молекулярная масса одной субъединицы
составляет 139 кДа, аминокислотная последова�
тельность приведена на рисунке в Приложении.

Скрининговый твердофазный анализ (ТФА).
S�Белок (5 мкг/мл в фосфатно�солевом буфе�
ре (PBS)) вносили в лунки планшета Nunc
MaxiSorp («Thermo Fisher», США) и инкубиро�
вали в течение ночи при комнатной температу�
ре, после чего раствор удаляли, а лунки высуши�
вали. Затем планшет промывали PBS, содержа�
щим 0,1% (w/v) Tween 20 (PBS�T, «Merck»,
США). Гликоконъюгаты Glyc�PAA�biot двукрат�
но, начиная с 10 мкг/мл, разбавляли раствором
для разведения сыворотки («Эпитек», Россия).
Планшет инкубировали с полученными раство�
рами 90 мин на шейкере («Elmi», Латвия)
при 37 °С, промывали и прибавляли по
100 мкл конъюгата пероксидазы хрена («Эпи�
тек», Россия) в разведении 1/20 в PBS�T, затем
инкубировали на термошейкере при 7 °С. План�
шет промывали PBS�T и прибавляли
по 100 мкл раствора тетраметилбензиди�
на («Thermo Fisher», США), после чего инкуби�
ровали 30 мин в темноте при комнатной тем�
пературе; цветную реакцию останавливали
5%�ной серной кислотой. С помощью микро�
планшетного ридера Bio�Rad Model 680 («Bio�
Rad», США) измеряли поглощение при длине
волны 450 нм.

Измерение констант диссоциации. Растворы
конъюгатов 11 гликанов, продемонстрировав�
ших наивысшую связывающую активность в
скрининговом ТФА, двукратно, начиная
с 10 мкг/мл, разбавляли раствором для разведе�
ния сыворотки («Эпитек», Россия) и вносили в
лунки 96�луночного стрипованного планшета
Nunc MaxiSorp («Thermo Fisher», США), покры�
того S�белком (см. выше). Стрипы инкубирова�
ли на шейкере при 37 °С; каждые 10 мин один из
стрипов промывали раствором PBS�T и поме�
щали в холодильник (4 °C). Через 100 мин все
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стрипы обрабатывали, как описано выше, и
сравнивали данные стрипов, различающихся
временем инкубации. Концентрация комплекса
гликан/S�белок описывается уравнениями вза�
имодействия лиганд–рецептор (уравне�
ния 1–4):

(1)

(2)

(3)

(4)

где [LR] – концентрация комплекса, [R]0 и
[L]0 – начальные концентрации гликана и S�
белка соответственно, k+ и k– – константы ско�
рости. Показатель k рассчитывали путем ап�
проксимации экспериментальной зависимости
концентрации комплекса гликан/S�белок от
времени функцией (1) с использованием пакета
программ OriginProс («OriginLab Corporation»,
США). Поскольку k определяли при нескольких
концентрациях конъюгата, при построении гра�
фика зависимости рассчитанных параметров k
от концентрации добавленных гликоконъюга�
тов было получено линейное уравнение (3).
Kd рассчитывали согласно уравнению (4).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Хотя наша группа широко использует глика�
новый эррей (printed glycan array, PGA) [17] для
изучения гликан�связывающих (включая вирус�
ные) белков, в случае профилирования специ�
фичности S�белка мы использовали ТФА, где S�
белок нанесен на полистироловый планшет, а
гликополимеры типа Glyc�PAA�biot связывают�
ся с иммобилизованным на планшете белком.
Хотя эта методология более хлопотная, и пред�
полагались проблемы с вкладом неспецифичес�
кого компонента из�за наличия избыточных ос�
татков биотина в Glyc�PAA�biot (в среднем их
количество составляет ~10 на одну цепь
PAA [18]), у этого «обратного» метода ожидалось
определенное преимущество – мы рассчитыва�
ли, что в этом анализе сравнение значений пог�
лощения связывания S�белка с различными гли�
канами должно дать нам надежные относитель�
ные значения аффинности, в то время
как PGA [19], где иммобилизованы лиганды, не
гарантирует равную степень иммобилизации ли�
ганда на твердой фазе. Всего с помощью ТФА

было исследовано взаимодействие со 155 глико�
конъюгатами, среди которых типичные для кле�
ток человека сиалогликаны, широкий спектр
сульфатированных гликанов, а также множество
олигосахаридов N�ацетилактозаминового типа,
гликаны, представляющие собой антигены груп�
пы крови ABH, и многие другие. Максимальное
значение поглощения в этой версии ТФА, кото�
рому можно доверять, составляет немногим бо�
лее 3, поэтому мы отнесли к сильным сигналам
значения, которые попадают в диапазон 2,0–3,2;
значения <1,0 мы расценивали как отсутствие
специфичекого связывания. Несмотря на то что
условия анализа были намеренно «настроены»
на усиление самых низких сигналов, он не выя�
вил какого�либо значительного взаимодействия
S�белка ни с сульфатированными, ни с обычны�
ми сиалилированными гликанами, т.е. имеющи�
ми в своем составе терминации Neu5Acα2�3Gal,
Neu5Acα2�6Gal или Neu5Acα2�6GalNAc, а так�
же структурные мотивы 9�NAc�Neu5Acα (9�
NAc�производные взяты как устойчивые миме�
тики соответствующих O�Ac сиалозидов). Един�
ственным сиалолигандом с обнаруженным вы�
сокоаффинным связыванием был дисахарид
Neu5Acα2�8Neu5Acα (№ 11, таблица), хотя тет�
расахарид ганглиозида GD2 (Neu5Acα2�
8Neu5Acα2�3Galβ1�4Glcβ) не обнаруживал свя�
зывания в нашем анализе, также как и трисаха�
рид Neu5Acα2�8Neu5Acα2�8Neu5Acα. Связыва�
ние дисахарида Neu5Acα2�8Neu5Acα, по�види�
мому, в основном обусловлено двумя карбок�
сильными группами (т.е. кулоновским взаимо�
действием, это согласуется с недавно опублико�
ванной статьей о связывании вируса с кластера�
ми моносахарида Neu5Ac [20]) двух остатков
Neu5Ac, случайно оказавшихся на таком рассто�
янии друг от друга, которое благоприятно для
взаимодействия с лектиноподобным участком;
следует отметить, что объемный заместитель R в
Neu5Acα2�8Neu5Acα�R (в том числе и в ганглио�
зидах, где R – внутреннее углеводное ядро) от�
меняет его. В таблице показаны все гликаны, об�
ладающие высокой связывающей активностью
(их значение поглощения было больше 2,0).

Примечательно, что среди 10 топовых глика�
нов 8 (в таблице показаны серым цветом) явля�
ются типичными лигандами для галектинов че�
ловека – олиголактозамины, гликановая часть
гликосфинголипида асиало�GM1, а также тет�
расахариды группы крови A (тип 4) и B (тип 4).
Если мы посмотрим на «гликаны второго уров�
ня», показавшие величину поглощения в диапа�
зоне 2,0–2,6, среди них четыре относятся к про�
изводным лактозамина, а два – к моносахариду
галактозе и ее сульфату по положению 3. То есть
тенденция S�белка связывать бета�галактозиды
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очевидна. Интересно, что незамещенный диса�
харид Galβ1�4GlcNAcβ (т.е. мономерный LN)
показал низкое связывание по сравнению с то�
повыми лактозаминами из таблицы, что также
характерно для галектинов человека [21].

Несомненное сходство паттернов распозна�
вания S�белка SARS�CoV�2 и галектинов мож�
но объяснить структурными особенностями S�
белка, а именно, тем что домен S1A различных
CoV (MERS�CoV, HCoV�OC43, BCoV и TGEV)
имеет специфический галектиновый фолд
[9, 22]. Однако до сих пор связывание с содер�
жащими галактозу гликанами – галектиновыми
лигандами – для них не было описано. Предпо�
лагается, что галектиновый фолд в S�белке эво�
люционно заимствован у клетки�хозяина в его
неполноразмерной форме и, следовательно, он
не функционирует как лектин. То есть этот до�
мен не способен связывать структурные моти�
вы, содержащие βGal, однако в ходе дальней�
шей эволюции у некоторых вирусов он настра�
ивался на распознавание других углеводных
мотивов [23, 24].

Не все топовые гликаны (таблица) структур�
но похожи на галектиновые лиганды. О дисиало�
зиде мы говорили выше. Что касается трисаха�
рида LeX (Galβ1�4(Fucα1�3)GlcNAcβ), известно,
что он не связывается ни с одним из галектинов
человека, но в то же время N�ацетиллактозамин
является его составной частью; поэтому узнава�
ние не совсем обычного лиганда не совсем обыч�
ным галектином не кажется нам удивительным.
Про трисахарид группы крови A (GalNAcα1�
3(Fucα1�2)Galβ) также известно, что он не явля�
ется галектиновым лигандом. Мы объясняем
факт его попадания в топовые лиганды следую�
щим образом: этот гликан отличается от других
лигандов использованного набора гликопроб
своей гидрофобностью, а именно, имеет спей�
сер – O(CH2)3NHCO(CH2)5NH�; тот же трисаха�
рид A, лишенный этой гидрофобности, оказался
плохим лигандом для S�белка. Мы считаем, что
наблюдаемое связывание трисахарида A на са�
мом деле является результатом успешной ком�
бинации двух «слагаемых» – неспецифическо�
го (гидрофобного) и специфического (GalNAcα),
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№

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20 

21

Структура гликанов, продемонстрировавших высокий уровень связывания с S�белком в ТФА (в его скрининговом
варианте)

Поглощение, ТФА

3,21

3,16

3,13

3,11

2,99

2,90

2,86

2,82

2,76

2,64

2,60

2,56

2,55

2,42

2,20

2,14

2,08

2,05

2,03

2,03

2,01

Структура и [тривиальное или короткое название] гликанов

GalNAcα1�3(Fucα1�2)Galβ1�3GalNAcβ [группоспецифический антиген A тип 4]

Galβ1�4GlcNAcβ1�6(Galβ1�3)GalNAcα [LN6TF]

Galβ1�4GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ [LN2]

Galβ1�3GalNAcβ1�4Galβ1�4Glcβ [асиало GM1]

Galβ1�4GlcNAcβ1�6Galβ1�4GlcNAcβ [LN6′LN]

Galα1�3(Fucα1�2)Galβ1�3GalNAcβ [группоспецифический антиген B тип 4]

GalNAcα1�3(Fucα1�2)Galβ [Atri с гидрофобным спейсером]

GlcNAcα1�3GalNAcβ
Galα1�3Galβ1�4GlcNAcβ [антиген Galili]

GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ
Neu5Acα2�8Neu5Acα [дисиалозид]

Galβ1�4(Fucα1�3)GlcNAcβ [антиген LeX]

GlcNAcβ1�4(Fucα1�6)GlcNAcβ
Galβ1�4GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ1�3Galβ1�4GlcNAcβ [LN3, или антиген группы крови i]

GlcN(Gc)β
Galβ1�4GlcNAcβ1�6(Galβ1�4GlcNAcβ1�3)Galβ1�4GlcNAcβ [антиген группы крови I]

Galβ1�4GlcNAcβ1�3(GlcNAcβ1�6)Galβ1�4GlcNAcβ
Galβ1�4Galβ1�4GlcNAcβ
3�O�Su�Galβ
β�Gal

GlcNAcβ1�6(GlcNAcβ1�3)Galβ1�4GlcNAcβ [антиген Tk]

Примечание. Серым цветом выделены типичные лиганды галектинов.
Используемые сокращения: LN – Galβ1�4GlcNAc.



S�БЕЛОК SARS�CoV�2 СВЯЗЫВАЕТСЯ С ЛАКТОЗАМИНАМИ

последнее является относительно слабым, и по�
этому недостаточным для проявления сродства
к S�белку без «помощи» необычного спейсера.
Обнаруженная способность распознавать гли�
каны с концевым фрагментом глюкозамина,
например GlcNAcα1�3GalNAcα, а также другие
гликаны, не принадлежащие к семейству лактоз�
аминов (см. выше), на первый взгляд не уклады�
вается в гипотезу галектино�подобного сайта
связывания S�белка. Тем не менее нам известны
примеры, когда замена одной или двух амино�
кислот в лектине не просто отменяет связыва�
ние углеводов, но приводит к способности рас�
познавать другой гликан [25]. В нашем случае
прямая разница в аминокислотной последова�
тельности очень велика (данные не показаны) –
речь идет только о сходстве фолдов. Таким обра�
зом, различие между S�белком и галектином,
распознающим гликаны, само по себе не удиви�
тельно; но удивительным является «возвраще�
ние» галектинового фолда в S�белке последнего
коронавируса к способности связывать типич�
ные галектиновые лиганды, утраченной други�
ми коронавирусами.

Мы провели дополнительное исследование с
помощью такого же ТФА, но в кинетическом ре�
жиме (см. Материалы и методы), чтобы оценить
аффинность взаимодействия рекомбинантного
S�белка по отношению к 11 топовым глико�
конъюгатам. Наибольшее сродство было обна�
ружено для дисиалозида (Kd = 10 нМ, все значе�
ния относятся к гликану, а не к его полимерно�
му конъюгату) и Galβ1�4GlcNAcβ1�6(Galβ1�
3)GalNAcα (LN6TF) с Kd = 20 нМ. Значения Kd

для ACE2 в литературе варьируют от 1,2 нМ [2]
до 95 нМ [26]. Конечно, было бы некорректно
напрямую сравнивать эти данные, полученные в
совершенно разных экспериментальных систе�
мах; тем не менее измеренные значения Kd

предполагают возможность вклада углеводной
рецепции in vivo. Конечно, особенно важно
знать, какие гликаны являются реальными или

потенциальными/дополнительными мишенями
вируса на респираторном эпителии. На основа�
нии полученных данных можно предположить,
что это N�ацетиллактозаминовый гликан в со�
ставе О�цепи гликопротеина, поскольку тетра�
сахарид, показавший одно из лучших значе�
ний Kd, – это LN6TF, тогда как типичные для N�
цепей олиголактозаминовые гликаны продемо�
нстрировали меньшее сродство.

Большинство лактозаминовых мотивов на
клетках легочного эпителия маскируются при�
соединенной к ним сиаловой кислотой; поэтому
маловероятно, что у здорового человека допол�
нительное сродство вируса (к лактозаминам)
внесет значительный вклад в его первичную ад�
гезию. Однако под действием нейраминидазы,
которая присутствует в составе многих патоге�
нов (в первую очередь вируса гриппа), остат�
ки Sia элиминируются, тем самым обнажая ос�
татки лактозаминов. Это позволяет нам выдви�
нуть гипотезу об усилении адгезии (и, следова�
тельно, повышенной вирулентности) SARS�
CoV�2 при параллельном инфицировании пато�
генами, имеющими мощную нейраминидазу.

Финансирование. Работа выполнена при фи�
нансовой поддержке Российского фонда фунда�
ментальных исследований (грант № 20�04�
60335).
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Дополнительные материалы. Приложение к
статье на английском языке опубликовано на
сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) (http://
protein.bio.msu.ru/biokhimiya/) и на сайте изда�
тельства Springer (https://link.springer.com/journal/
10541), том 86, вып. 3, 2021.
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RECOMBINANT S PROTEIN OF SARS�CoV�2 in vitro IS CAPABLE
OF BINDING GLYCANS OF THE LACTOSAMINE FAMILY

A. B. Ryzhikov1, G. S. Onkhonova1, I. R. Imatdinov1, E. V. Gavrilova1, R. A. Maksyutov1,
E. A. Gordeeva2, G. V. Pazynina2, I. M. Ryzhov2, N. V. Shilova2,3, and N. V. Bovin2*

1 State Research Center of Virology and Biotechnology VECTOR, Rospotrebnadzor,
630559 Koltsovo, Novosibirsk Region, Russia

2 Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
117997 Moscow, Russia; EHmail: professorbovin@yandex.ru

3 National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology of Ministry of Healthcare of Russian
Federation, 117997 Moscow, Russia

Many viruses, beside binding to their main cell target, interact with other molecules that promote virus adhesion to
the cell; often, these additional targets are glycans. The main receptor for SARS�CoV�2 is a peptide motif in the ACE2
protein. We studied interaction of the recombinant SARS�CoV�2 spike (S) protein with an array of glycoconjugates,
including various sialylated, sulfated, and other glycans, and found that the S protein binds some (but not all) glycans
of the lactosamine family. We suggest that parallel influenza infection will promote SARS�CoV�2 adhesion to the res�
piratory epithelial cells due to the unmasking of lactosamine chains by the influenza virus neuraminidase.

Keywords: SARS�CoV�2, spike glycoprotein, glycoconjugates, lactosamine
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Быстрые темпы эволюции РНК�геномов, которые обусловлены высоким уровнем мутаций и рекомбинаци�
ей при копировании цепей РНК, позволяют вирусу изменять и приобретать последовательности для опти�
мальной адаптации. Размеры РНК�генома ограничены факторами, связанными с точностью РНК�полиме�
раз и упаковкой. В ходе эволюции (+)РНК�геномы нидовирусов животных (артеривирусов, ронивирусов,
коронавирусов) и клостеровирусов растений преодолели барьер в 12 тыс. нуклеотидов. Коронавирусы и
клостеровирусы имеют общие свойства. Их РНК�геномы содержат 5′�концевые гены, экспрессируемые с
помощью рибосомального сдвига рамки считывания и кодирующие домены папаин�подобной протеиназы,
метилтрансферазы, мембраносвязывающих белков, хеликазы и РНК�полимеразы. Коронавирусы, в допол�
нение к этому, содержат домены экзонуклеазы с редактирующей активностью, гипотетической праймазы,
нуклеотидилтрансферазы и эндонуклеазы. РНК�геном коронавирусов и клостеровирусов содержит на
3′�конце гены структурных и вспомогательных белков, для экспрессии которых используется набор котер�
минальных субгеномных РНК. В ходе эволюции вирионов представители обеих вирусных групп приобрели
гибкие спирально�симметричные нуклеокапсиды, что позволило снять ограничения на размер инкапсиди�
руемых молекул РНК. Филогенетические реконструкции домена РНК�полимеразы указывают лишь на от�
даленное родство коронавирусов и клостеровирусов, и их общие свойства скорее всего возникли независи�
мо при эволюции больших РНК�геномов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирусные РНК�геномы, нидовирусы, SARS�CoV, клостеровирусы, эволюция,
экспрессия генов.
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ВВЕДЕНИЕ

Быстрые темпы эволюции вирусных РНК�
геномов, обусловленные высоким уровнем му�
таций и «перетасовкой генов» при репликации,
приводят к изменению и приобретению генов,
необходимых для адаптации вируса. Большин�

ство РНК�содержащих вирусов имеет компакт�
ные геномы размером 4–12 kb (1 kb – 1000 нук�
леотидов) [1]. Размеры РНК�генома ограничи�
ваются рядом факторов, в первую очередь свя�
занных с точностью репликации РНК. Вирус�
ные РНК�зависимые РНК�полимеразы вносят
около 10–4 ошибок на копируемый нуклеотид�
ный остаток, т.е. на несколько порядков боль�
ше, чем ДНК�полимеразы [2, 3]. Считается, что
накопление неблагоприятных мутаций при ко�
пировании больших РНК�геномов превышает
критический уровень, при котором возможно
воспроизводство жизнеспособных вариантов
вируса [4]. Кроме того, размеры РНК влияют на
ее стабильность и ограничивают возможность
упаковки в капсид определенного типа [5].

В ходе эволюции РНК�геномы нидовирусов
животных (сем. Arteriviridae, Coronaviridae,
Roniviridae и Mesoniviridae; порядок Nidovirales)
и клостеровирусов растений (сем. Closteroviri�
dae) преодолели барьер в 12 000 нуклеоти�
дов (нт). Коронавирусы имеют самые крупные

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : нт – нуклеотид; ОРТ – от�
крытая рамка трансляции; сгРНК – субгеномные РНК;
ЭР – эндоплазматический ретикулум; BYV – клостерови�
рус желтухи свеклы (beet yellows virus); CP и CPm – мажор�
ный и минорный структурные белки; DMV – везикула, ок�
руженная двухслойной мембраной (double membrane vesi�
cle); HEL – РНК�хеликаза; kb – kilobase, 1000 нуклеоти�
дов; L – лидерная последовательность РНК; MHV – коро�
навирус мышиного гепатита; MP – (главная) сериновая
протеиназа; Mtr –N7�гуанин�метилтрансфераза; MVC –
мультивезикулярный комплекс; nsp – неструктурный бе�
лок; NU – нидовирусная уридилат�специфичная эндори�
бонуклеаза; POL – РНК�полимераза; pp – полипротеин;
SARS�CoV – коронавирусы тяжелого острого респиратор�
ного синдрома; TRS – сигналы регуляции транскрипции
нидовирусов (transcription regulatory signals).
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неразделенные РНК�геномы среди всех
(+)РНК�вирусов (до 41 kb у коронавируса пла�
нарий [6]). Размеры генома клостеровирусов
варьируют от 14,5 до 19 kb [7, 8]. Рассмотрение
особенностей структуры, репликации и
экспрессии больших РНК�геномов является
предметом настоящего обзора. Сравнение
свойств нидовирусов и клостеровирусов позво�
ляет увидеть парадоксальные черты сходства
между этими эволюционно далекими друг от
друга вирусами животных и растений.

КОРОНАВИРУСЫ

Представители порядка Nidovirales – арте�
ривирусы, коронавирусы, мезонивирусы и ро�
нивирусы – весьма вариабельны с точки зрения
размеров и структуры генома. Сравнение после�
довательностей аминокислот наиболее консер�
вативного вирусного фермента, РНК�полиме�
разы, указывает, что нидовирусы образуют ком�
пактный филогенетический кластер [9] в филю�
ме пикорна�подобных вирусов [10]. В настоя�
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Рис. 1. Структура генома и субгеномных РНК коронавируса тяжелого острого респираторного синдрома (SARS�CoV).
L – лидерная последовательность; –1 RFs – сигнал –1 рибосомального сдвига рамки считывания. Обозначения закоди�
рованных белковых доменов: PLP – папаин�подобная протеиназа; MP – (главная) сериновая протеиназа; POL – РНК�поли�
мераза; HEL – РНК�хеликаза; S – белок шипа; GP – вспомогательные белки и гликопротеины наружной мембраны;
M – матриксный белок; N – белок нуклеокапсида. Гены, недоступные для трансляции в каждом типе мРНК, показаны
затененными прямоугольниками. 3′�конец РНК обозначен стрелкой
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щем обзоре мы ограничимся рассмотрением
Coronaviridae, как наиболее эпидемиологически
значимого и хорошо изученного семейства по�
рядка Nidovirales.

Структура и экспрессия генома. Коронавиру�
сы имеют спирально�симметричные нуклеокап�
сиды, которые окружены липопротеидной обо�
лочкой, снабженной белком шипа и другими
вирусными гликопротеинами [9]. Геномная
РНК коронавирусов содержит 5′�концевую кеп�
структуру и 3′�концевую поли(А)�последова�
тельность. Открытые рамки трансляции (ОРТ)
1а и 1b, кодирующие компоненты репликазы,
занимают 5′�концевую область генома (рис. 1).
Трансляция этих генов с помощью механиз�
ма –1 рибосомального сдвига рамки считыва�
ния приводит к синтезу полипротеинов (pp) 1а
и 1аb в молярном соотношении 4/1. pp1а и pp1ab
коронавирусов содержат примерно 4 и 7 тыс.
аминокислотных остатков (а.о.) соответствен�
но. Процессинг рр1а и рр1ab вирусными проте�
иназами приводит к образованию 16 неструк�
турных белков (nsp). Гены структурных белков –
мембранных гликопротеинов, матриксного бел�

ка (М) и нуклеокапсидного белка (N) – нахо�
дятся в 3′�концевой части генома и экспресси�
руются с помощью 3′�котерминальных субге�
номных РНК (сгРНК) (рис. 1). Геномная и
сгРНК несут на 5′�конце идентичные лидерные
последовательности (L), длина которых состав�
ляет 60–90 нт.

Экспрессия 3′�концевых генов структурных
белков коронавирусов происходит с участием
набора сгРНК, в каждой из которых для транс�
ляции доступен только 5′�проксимальный
ген (рис. 1). Синтез нидовирусных сгРНК осу�
ществляется с помощью уникального механиз�
ма прерывистой транскрипции [11, 12]. В цепи
геномной РНК перед каждым геном (кроме
ОРТ 1b) расположена консервативная последо�
вательность длиной 6–8 нт – L�TRS (лидерный
транскрипционный регуляторный сайт, leader
transcription regulatory site, TRS) или B�TRS
(body TRS) (рис. 2). Синтез антигеномной цепи
(–)РНК с некоторой вероятностью может задер�
живаться на B�TRS в геномной РНК (рис. 2). За�
тем синтезированный фрагмент (–)�цепи либо
«перескакивает» на 5′�конец (+)РНК, либо
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Рис. 2. Транскрипция и репликация РНК коронавирусов. а – Модель прерывистой транскрипции. При копировании ге�
номной РНК может происходить остановка синтеза (–)�цепи на сигнале регуляции транскрипции B�TRS (показан пря�
моугольником), «перескок» антисубгеномной (–)�цепи РНК, отжиг анти�B�TRS на L�TRS и достройка цепи на матрице
лидерной последовательности РНК (L). Кодирующие и некодирующие участки РНК изображены не в масштабе. б – Ви�
русный белок нуклеокапсида N и хеликаза DDX1 присоединяются к B�TRS, в результате чего стоп�сигналы TRS игнори�
руются и происходит процессивный синтез полноразмерной (–)�цепи РНК, а на матрице (–)�цепи – синтез дочерних
(+)�цепей РНК (репликация). 3′�конец РНК обозначен стрелкой
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участки сближаются в результате выпетливания
(+)РНК. Происходит отжиг анти�В�TRS и L�
TRS и достройка фрагмента (–)РНК на матрице
(+)L (рис. 2, а). В результате получаются анти�
сгРНК, содержащие общую последовательность
анти�L, которые служат матрицами для образо�
вания сгРНК. Фосфорилированный свободный
белок нуклеокапсида N связывается с B�TRS и
привлекает клеточную хеликазу DDX1; эти вза�
имодействия, осуществляемые на поздних ста�
диях инфекционного цикла, позволяют репли�
кативному комплексу игнорировать стоп�сиг�
налы транскрипции и синтезировать полнораз�
мерную антигеномную РНК, служащую матри�
цей для воспроизводства полноразмерных
(+)РНК (рис. 2, б) [13, 14].

Репликативные белки. В состав репликатив�
ного комплекса коронавирусов входит 16 неструк�
турных белков – продуктов процессинга pp1а и
pp1аb папаин�подобной протеиназой (PLP) и се�
риновой протеиназы (MP) (рис. 3). Интересно,
что родственные коронавирусы могут содержать
один или два домена PLP [9]. В случае вируса
мышиного гепатита (MHV) автокаталитическое
выщепление nsp1, nsp2, nsp3 и nsp4 происходит
под действием двух доменов PLP, тогда как в слу�
чае SARS�CoV�1, SARS�CoV�2, MERS и вируса
инфекционного бронхита (IBV) за эти реакции
ответственна единственная PLP (рис. 1 и 3). Та�
ким образом, в процессе эволюции коронавиру�
сов, очевидно, произошла дупликация и дивер�
генция доменов протеиназы. Процессинг боль�
шинства сайтов в полипротеинах осуществляет�
ся in trans вирусной сериновой протеиназой, по�
лучившей название «главной протеиназы» (MP)
[9]. Специфические функции nsp1 и nsp2 коро�
навирусов, по�видимому, связаны не с реплика�
цией РНК, а с деградацией клеточных РНК и по�
давлением клеточной трансляции [15, 16], а так�
же с созреванием вирусных частиц [17]. Искус�
ственные мутации, блокирующие разрезание
сайта nsp1/nsp2, и даже делеции nsp1 и nsp2 лишь

незначительно влияют на репликацию MHV в
культуре клеток [18].

Многофункциональный белок nsp3 несет
домен протеиназы PLP и трансмембранный до�
мен [19]. TM�белки nsp3, nsp4 и nsp6 индуциру�
ют реорганизацию мембран клетки и создание
репликативных компартментов [20–22]. Проте�
иназа nsp5 осуществляет процессинг большин�
ства сайтов в pp1а и рр1ab (рис. 3). Зрелый белок
nsp5 входит в состав репликативного комплекса.
Функции малых белков nsp7–nsp11 связаны с
синтезом РНК, и все они необходимы для реп�
ликации. Белки nsp7 и nsp8 формируют цилинд�
рический комплекс из 8 субъединиц каждого
белка, в котором положительно заряженные а.о.
экспонированы в центральной полости. Уни�
кальным свойством коронавирусов (впервые
обнаруженным у SARS�CoV�1) является участие
в репликации белка nsp8 в качестве вспомога�
тельной РНК�полимеразы (гипотетической
праймазы (Pr); рис. 3) [23], которая использует в
качестве матриц последовательности РНК с
консенсусом 5′�(G/U)CC и синтезирует корот�
кие (до 6 нт) комплементарные РНК. Помимо
низкой процессивности, nsp8 является самой
неточной РНК�полимеразой из всех известных
ферментов данного типа (одна ошибка на 10 нт).
Высказывались предположения, что Pr может
выполнять функции праймазы при репликации
РНК коронавирусов или повышать процессив�
ность РНК�полимеразы nsp12 [23, 24].

Белок nsp12 несет домены нуклеотидил�
трансферазы и РНК�полимеразы и является
сердцевинным РНК�синтезирующим фермен�
том коронавирусов [24]. Белок nsp13 содержит
цинк�связывающий и хеликазный домены
(рис. 3).

NSP14 содержит на N�конце домен 3′�5′�эк�
зонуклеазы (Exo), а на С�конце – домен N7�гуа�
нин�метилтрансферазы (Mtr; рис. 3). Предска�
занные с помощью методов биоинформатики
активности экзонуклеазы и метилтрансферазы
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Рис. 3. Структура репликативного полипротеина 1аb коронавируса SARS�CoV�1. Вертикальный пунктирный отрезок –
граница между 1а и 1b в слитном белке. Домены неструктурных белков nsp1–nsp16 обозначены прямоугольниками. PLP –
папаин�подобная протеиназа (сайты разрезания in cis показаны изогнутыми стрелками); MP – главная сериновая проте�
иназа (сайты разрезания in trans показаны стрелками); ТМ – трансмембранные домены; Pr – гипотетическая праймаза;
POL – РНК�полимераза; Z – цинк�связывающий домен; HEL – РНК�хеликаза; Exo – 3′�5′�экзонуклеаза; Mtr – N7�гуа�
нозин�метилтрансфераза; NU – нидовирусная уридилат�специфичная эндорибонуклеаза; МТ – рибозил�2′�О�метил�
трансфераза
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были подтверждены экспериментально [25–27].
Родственные коронавирусной Exo клеточные
ферменты семейства DEDD участвуют в редак�
тировании (proofreading), репарации и рекомби�
нации нуклеиновых кислот. При репликации ко�
ронавирусных РНК nsp14 выполняет роль редак�
тирующего фермента, повышающего точность
копирования цепей; подобная функция уни�
кальна для РНК�содержащих вирусов [25, 26].

NSP15 несет домен уридилат�специфичной
эндонуклеазы (NU) (рис. 3) [28]. Коронавирус�
ная NU необходима для репликации и тран�
скрипции, а также является антагонистом ин�
терферона. Белок NSP16 содержит домен рибо�
зил�2′�О�метилтрансферазы (МТ), осуществля�
ющий метилирование второго остатка с 5′�кон�
ца коронавирусных мРНК по 2′�О�положению
рибозы (m7GpppAm) [29]. 2′�О�метилирование
кепа позволяет клетке дискриминировать
«свои» и «чужие» мРНК с помощью интерфе�
рон�индуцируемых IFIT�белков, и метилирова�
ние рибозного кольца второго остатка с 5′�кон�
ца вирусных РНК позволяет обойти этот меха�
низм рестрикции [30].

Цитология репликации. После попадания в
клетку коронавирусный нуклеокапсид доставля�
ется в эндосомы, где происходит освобождение
РНК от белка N [31], свободная РНК выходит в
цитоплазму и направляется к рибосомам. В ре�
зультате трансляции синтезируются pp1а и pp1b,
разрезаемые вирусными протеиназами с образо�
ванием репликативных белков. Гидрофобные
белки nsp3, nsp4 и nsp6 связываются с мембрана�
ми аппарата Гольджи и эндоплазматического ре�
тикулума (ЭР) и формируют (очевидно, привле�
кая клеточные белки�партнеры) репликативные
компартменты – двухслойные мембранные ве�
зикулы (DMV) и мультивезикулярные комплек�
сы (MVC) [20, 21]. Репликативные белки и ви�
русная РНК связаны с мембранами DMV
и MVC; в этих структурах («вирусных фабриках»)
происходит синтез вирусных РНК (антиге�
номной (–)�цепи, дочерних (+)�цепей и
сгРНК) [22]. Геномные и сгРНК экспортируются
в цитоплазму, где транслируются или служат
матрицами для репликации во вновь образуемых
вирусных фабриках. DMV коронавирусов MHV
и SARS�CoV�2 имеют каналы в цитоплазму,
ключевым компонентом которых является белок
nsp3, служащие для импорта молекул субстрата
rNTP и экспорта вирусных мРНК [32].

КЛОСТЕРОВИРУСЫ

Семейство Closteroviridae объединяет около
40 РНК�содержащих вирусов растений [33, 34],

которые характеризуются несколькими отличи�
тельными свойствами: (1) переносятся насеко�
мыми�векторами полуперсистентно (т.е. вирус
задерживается в векторе в течение нескольких
часов); (2) обладают уникальной структурой ни�
тевидных частиц, построенных из нескольких
структурных белков; (3) имеют большие РНК�
геномы (до 20 kb); (4) несут ген гомолога клеточ�
ных шаперонов HSP70; (5) несут дуплицирован�
ные гены или фрагменты генов (например, гены
основного и минорного структурных белков).

Структура и экспрессия генома. Геномная
РНК вируса желтухи свеклы (BYV; 14,5 kb) со�
держит 5′�кеп и не имеет 3′�поли(А) [7, 33, 35].
В 5′�концевой области генома BYV и других
клостеровирусов находятся ОРТ 1а и 1b, кодиру�
ющие компоненты репликазы (рис. 4)
[7, 33, 34]. Трансляция этих генов, расположен�

ных в конфигурации 0/+1, приводит к синте�
зу pp1а и рр1ab. Следует заметить, что механизм
+1�сдвига рамки считывания у вирусов встреча�
ется достаточно редко, в отличие от –1�сдвига
рамки считывания, который используется при
экспрессии РНК�полимераз ретровирусов, ко�
ронавирусов, астровирусов животных и лютео�
вирусов растений [7, 36], а также некоторых эу�
кариотических генов и транспозонов [37]. Гены
структурных и вспомогательных белков нахо�
дятся в 3′�концевой части генома и экспрес�
сируются с помощью 3′�котерминальных
сгРНК [34] (рис. 4).

Папаин�подобная цистеиновая протеиназа
PLP BYV автокаталитически выщепляет лидер�
ный белок, гидролизуя пептидную связь
Gly588/589 [7]. В геномах некоторых клостеро�
вирусов домен лидерной протеиназы дуплици�
рован, и выщепляется два лидерных белка [8].
Лидерный белок PLP BYV влияет на амплифи�
кацию вирусной РНК и транспорт инфекции по
проводящим тканям растения (дальний транс�
порт) [38, 39]. Помимо выщепления PLP, pp1а
подвергается дополнительному процессингу не�
известной протеиназной активностью, приво�
дящему к появлению in vivo репликативных бел�
ков с молекулярной массой 63 kDa (с доме�
ном Mtr) и 100 kDa (с доменом HEL) [40].

Мажорный структурный белок (CP; рис. 4)
формирует «тело» нитевидной вирусной части�
цы, одевая 95% геномной РНК; минорный
структурный белок (CPm) образует «хвост»,
включающий 5′�концевой фрагмент РНК [41,
42]. Формирование вирионов BYV невозможно
без участия HSP70h и p64, и оба этих белка вхо�
дят в состав зрелых частиц (в количестве одной
или нескольких копий) [43–45]. Белок HSP70h
имеет консервативный N�концевой домен
ATPазы (гомологичный эквивалентным доме�
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нам клеточных HSP70) и вариабельный С�кон�
цевой домен [46]. Было показано, что N�конце�
вой домен HSP70h обладает Mg�зависимой
ATPазной активностью in vitro, однако, в отли�
чие от клеточных шаперонов семейства HSP70,
не способен взаимодействовать с развернутыми
белковыми цепями [47]. Помимо вирусных час�
тиц, HSP70h связывается с плазмодесмами зара�
женных клеток и выполняет функции белка
межклеточного транспорта [48, 49]. Функция
транспорта также зависит от p6, p64, CP и CPm.

Нокаут каждого из генов, кодирующих эти бел�
ки, блокирует распространение инфекции BYV
по растению [50]. Функции продуктов 3′�конце�
вых генов (рис. 4) связаны с дальним транспор�
том инфекции (p20) и подавлением пост�тран�
скрипционного умолкания генов (p21) [51].

Репликативные белки. Клостеровирусы от�
носят к супергруппе альфа�подобных вирусов,
включающей (+)РНК�содержащие вирусы жи�
вотных (вирус Синдбис, вирус краснухи и вирус
гепатита E) и растений (вирус табачной мозаи�
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Рис. 4. Структура генома и субгеномных РНК клостеровируса желтухи свеклы (BYV). +1 RFs – сигнал +1 рибосомально�
го сдвига рамки считывания при трансляции ОРТ 1а и 1b. Стрелки и пунктирные линии обозначают сайты разреза�
ния pp1а. Обозначения закодированных белковых доменов: PLP – папаин�подобная протеиназа; Mtr – N7�гуанин�метил�
трансфераза; Mem – мембраносвязывающий домен; HEL – РНК�хеликаза; POL – РНК�полимераза; p6 – малый гидро�
фобный белок; HSP70h – гомолог белков теплового шока семейства HSP70; p64 – минорный структурный белок; CPm –
минорный структурный белок; CP – мажорный структурный белок. Гены, недоступные для трансляции в каждом типе
мРНК, показаны затененными прямоугольниками
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ки, вирус мозаики костра и другие). При всем
несходстве биологических свойств, структуры
вирионов и строения РНК�генома все альфа�
подобные вирусы содержат консервативные до�
мены Mtr, РНК�хеликазы (Hel) и РНК�полиме�
разы (POL) в составе репликазы [52, 53]. До�
мен Mtr обладает активностями гуанилилтранс�
феразы и N7�гуанин�метилтрансферазы и осу�
ществляет кепирование вирусных мРНК. До�
мен HEL расплетает цепи РНК при репликации
за счет энергии гидролиза NTP. Домен POL от�
ветственен за синтез комплементарных цепей
РНК; у альфа�подобных вирусов синтез РНК
инициируется de novo и не требует затравки [54].

Сравнение вирусных (+)РНК�геномов поз�
воляет увидеть простую закономерность: чем
больше размеры геномной РНК, тем протяжен�
нее ген РНК�репликазы; иными словами, боль�
шой геном реплицируется более сложно устро�
енным репликативным комплексом [33]. При
эволюции альфа�подобных вирусов, очевидно,
происходили вставки кодирующей последова�
тельности между доменами Mtr и HEL при сох�
ранении длины спейсера между HEL и POL [33].
Репликативный комплекс клостеровирусов уст�
роен сложнее, чем у родственных вирусов расте�
ний, и включает, по крайней мере, пять бел�
ков (PLP, Mtr, центральный домен 1а, HEL и
HEL�POL) [34]. В белке 1а не были предсказаны
домены, эквивалентные экзонуклеазе и прайма�
зе нидовирусов, и остается неизвестным суще�
ствуют ли у клостеровирусов ферментативные
активности, способствующие процессивности и
точности синтеза РНК [51]. Репликация генома
клостеровирусов происходит по общему для
альфа�подобных вирусов механизму – реплика�
ция инициируется после узнавания репликазой
цис�сигнала на 3′�конце (+)РНК, синтезируется
полноразмерная комплементарная (–)�цепь, на
матрице которой синтезируются дочерние
(+)�цепи. До сих пор не были получены экспе�
риментальные данные в пользу одного из двух
возможных вариантов транскрипции – синтеза
сгРНК на матрице полноразмерной (–)РНК
или на матрицах антисубгеномных (–)РНК [54].
По�видимому, механизм прерывистой тран�
скрипции не используется в клостеровирусных
системах, поскольку сгРНК клостеровирусов не
имеют общей 5′�лидерной последовательности,
а районы субгеномных промоторов не несут об�
щих элементов, напоминающих TRS нидовиру�
сов [55–58].

Цитология репликации. Инфекция клостеро�
вирусов в растениях сопровождается образова�
нием DMV (везикул диаметром ~100 нм, окру�
женных двойной мембраной) и MVC (скопле�
ния везикул, окруженных общей однослойной

мембраной) [59], напоминающих репликатив�
ные ультраструктуры нидовирусов и флавивиру�
сов [60]. DMV и MVC формируются из мемб�
ран ЭР. Репликативные белки BYV – PLP, Mtr и
HEL – ассоциированы с этими структурами, что
подтверждает их связь с репликацией РНК
[61, 62]. В поисках белков BYV, способных мо�
дифицировать клеточные мембраны, были про�
ведены эксперименты по кратковременной
(транзиентной) экспрессии фрагментов цент�
рального района белка 1а, слитых с репортер�
ным белком GFP, в растениях Nicotiana ben)
thamiana [60, 63]. Фрагмент длиной 198 а.о.
(Mem; рис. 4), включающий консервативный
гидрофобный домен с вероятной амфипатичес�
кой альфа�спиралью, вызывал в клетках расте�
ний трансформацию ЭР вокруг ядра и образова�
ние скоплений глобул диаметром ~2 мкм. Глобу�
лы обладали подвижностью, зарегистрирован�
ной с помощью конфокальной микроскопии, и
ассоциировались с актиновыми филамента�
ми [63]. Высказывалось предположение, что ре�
организация мембран ЭР под действием гидро�
фобного сегмента pp1а является одним из эта�
пов создания репликативных ультраструктур у
клостеровирусов [60, 63].

ОБЩИЕ ПУТИ ЭВОЛЮЦИИ
БОЛЬШИХ РНК�ГЕНОМОВ

В процессе эволюции нидовирусы живот�
ных и клостеровирусы растений преодолели
барьер размера (+)РНК�генома в 12 kb. При
этом с помощью ряда эволюционных «изобрете�
ний» были решены проблемы упаковки и реп�
ликации. По остроумной гипотезе Godeny et al.
[64], предок современных Nidovirales, скорее
всего, имел икосаэдрический нуклеокапсид.
При последующей дивергенции «малые нидови�
русы» (геном 14–16 kb) сохранили такой тип
нуклеокапсида, а «большие нидовирусы» (ге�
ном 26–41 kb) в результате рекомбинации при�
обрели новый белок N, образующий спирально�
симметричный нуклеокапсид и позволяющий
упаковывать РНК значительно большего разме�
ра. Родственные клостеровирусам альфа�подоб�
ные вирусы растений – бромовирус мозаики
костра и тобамовирус табачной мозаики – име�
ют икосаэдрические и палочковидные частицы
соответственно. Размер РНК, который возмож�
но упаковать в такие частицы, существенно ог�
раничен; создание в процессе эволюции сверх�
гибких спирально�симметричных частиц клос�
теровирусов, состоящих из нескольких белков,
позволило решить проблему упаковки РНК�ге�
нома размером до 19 kb [5].
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Мутации, вносимые собственными РНК�
полимеразами [2] и, возможно, клеточными ре�
дактирующими ферментами (например, дезами�
назами) [65], являются основой изменчивости
РНК�вирусов. Другой движущей силой вирус�
ной эволюции является рекомбинация РНК [66].
Анализ геномов коронавирусов и клостеровиру�
сов позволяет выявить явные следы рекомбина�
ционных событий: захвата гетерологичных пос�
ледовательностей, дупликации и дивергенции
генов. Так, эволюция «больших нидовирусов»
сопровождалась приобретением как новых фер�
ментативных активностей (нуклеотидилтранс�
феразы, праймазы, 3′�5′�экзонуклеазы, эндонук�
леазы) [9], так и структурных генов (белка нуклео�
капсида и белка внешней мембраны, родствен�
ного гемагглютинину вируса гриппа) [67]. В ходе
эволюции клостеровирусов и коронавирусов
происходила дупликация и последующая дивер�
генция последовательностей, кодирующих ли�
дерную протеиназу PLP. В геномах клостерови�
русов ген структурного белка был, вероятно,
дуплицирован несколько раз, в результате чего
возникли CP, CPm (некоторые представители
семейства несут два CPm�подобных гена) и
p64 (рис. 4) [34, 51]. Кроме того, при эволюции
клостеровирусов произошел захват хозяйского
гена HSP70 (за счет вероятной рекомбинации с
клеточной мРНК) и его приспособление к вы�
полнению определенных функций при сборке
частиц и межклеточном транспорте [33, 51].

Синтез больших РНК «обслуживается» бо�
лее сложно устроенными РНК�репликазами, и
существенная часть увеличений размера РНК�
генома приходится на репликативные гены [33].
Коронавирусы обладают ферментативными ак�
тивностями, позволяющими повысить точность
и процессивность РНК�полимеразы (праймаза
и экзонуклеаза). Геномы клостеровирусов не ко�
дируют эквивалентных белков. Возможно, это
отражается в более высоком уровне точечных
мутаций у клостеровируса тристецы цитрусо�
вых (CTV) [68] в сравнении с SARS�CoV и дру�
гими коронавирусами [65]. Среди представите�
лей Nidovirales коронавирусы и ронивирусы (ге�
ном 26–41 kb) кодируют домен экзонуклеазы, а
мезонивирусы и артеривирусы (геном 14–20 kb)
лишены этого домена. Возможно, 20 kb являет�

ся пределом размеров вирусной РНК, копиро�
вание которой не требует дополнительной ре�
дактирующей активности.

Сравнение структуры и экспрессии геномов
коронавирусов и клостеровирусов выявляет
удивительное сходство между этими группа�
ми (рис. 1 и 4). Геномы нидовирусов и клостеро�
вирусов содержат 5′�проксимальные гены реп�
ликазы, экспрессируемые с помощью рибосо�
мального сдвига рамки считывания с образова�
нием крупных pp1а и pp1ab. Полипротеины
процессируются одной или двумя папаин�по�
добными протеиназами, высвобождающими
лидерные белки, а также сериновой MP (нидо�
вирусы) или неидентифированной протеина�
зой (клостеровирусы), в результате чего образу�
ются зрелые белки с активностями метилтранс�
феразы, хеликазы, РНК�полимеразы и мембра�
носвязывающими доменами. Гены вспомога�
тельных и структурных белков транслируются с
матриц 3′�котерминальных сгРНК (рис. 1 и 4).
Это сходство не должно создавать впечатление,
что эти вирусы животных и растений произош�
ли от общего предка, имевшего сходным обра�
зом устроенный геном и набор механизмов
экспрессии генов – напротив, клостеровирусы
и нидовирусы представляют эволюционно уда�
ленные друг от друга группы [1, 10]. Более
уместным представляется допущение, что сход�
ные черты геномной организации и экспрессии
нидовирусов и коронавирусов возникли в ходе
эволюции предков этих вирусов конвергентно,
как следствие увеличения размеров РНК�гено�
ма, сделавшего необходимым приобретение
сходного набора функций и способов экспрес�
сии вирусных генов [5, 7, 34, 51].
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STRUCTURE AND EXPRESSION OF LARGE POSITIVE�SENSE
RNA GENOMES OF EUKARYOTIC VIRUSES

Mini�Review

A. A. Agranovsky

Department of Virology, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,
119234 Moscow, Russia; E)mail: etdonas2@gmail.com

Viral positive�sense RNA genomes evolve rapidly due to the high mutation rates during replication and RNA recom�
bination, which allowing the viruses to acquire and modify genes for their adaptation. The size of RNA genome is lim�
ited by several factors, including low fidelity of RNA polymerases and packaging constraints. However, the 12�kb size
limit is exceeded in the two groups of eukaryotic (+)RNA viruses – animal nidoviruses and plant closteroviruses.
These virus groups have several traits in common. Their genomes contain 5′�proximal genes that are expressed via
ribosomal frameshifting and encode one or two papain�like protease domains, membrane�binding domain(s),
methyltransferase, RNA helicase, and RNA polymerase. In addition, some nidoviruses (i.e., coronaviruses) contain
replication�associated domains, such as proofreading exonuclease, putative primase, nucleotidyltransferase, and
endonuclease. In both nidoviruses and closteroviruses, the 3′�terminal part of the genome contains genes for struc�
tural and accessory proteins expressed via a nested set of coterminal subgenomic RNAs. Coronaviruses and clos�
teroviruses have evolved to form flexuous helically symmetrical nucleocapsids as a mean to resolve packaging con�
straints. Since phylogenetic reconstructions of the RNA polymerase domains indicate only a marginal relationship
between the nidoviruses and closteroviruses, their similar properties likely have evolved convergently, along with the
increase in the genome size.

Keywords: viral positive�sense RNA genomes, nidoviruses, SARS�CoV, closteroviruses, evolution, gene expression
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Изменения внутриклеточной экспрессии редокс�генов и уровня соответствующих белков оказывают влия�
ние на инвазию, метастазирование и лекарственную устойчивость при раке. Изоформы NADPH�оксида�
зы (NOX) представляют собой прооксидантные белки, которые генерируют в качестве первичного продук�
та активные формы кислорода (АФК). Нарушения регуляции экспрессии и активности NOX приводят к из�
менению уровня АФК, что прямо или косвенно оказывает влияние на сигнальные пути, определяющие ги�
бель или выживание клеток при прогрессировании рака. Ядерный фактор Nrf�2 является индуцибельным
фактором транскрипции, который участвует в транскрипции целого набора антиоксидантных генов и за�
щищает опухолевые клетки от влияния окислительного стресса. Как NOX, так и Nrf�2 участвуют в регуля�
ции редокс�гомеостаза внутри клеток, и нарушение регуляции их активности способствует возникновению
окислительного стресса, который, в свою очередь, вносит вклад в прогрессирование различных типов рака.
В то же время роль изоформ NOX и Nrf�2 в развитии фенотипа лекарственной резистентности до сих пор не
выяснена. В настоящей работе нами была изучена связь между изоформами NOX и Nrf�2�опосредованным
сигнальным путем и экспрессией гена MDR1 в клетках карциномы толстой кишки (HCT�116/R). Для полу�
чения резистентных клеток HCT�116/R была достигнута повышенная экспрессия гена MDR1; в этих клет�
ках регистрировали уровень активации NOX и образование АФК. Кроме того, нами была проведена оценка
роли изоформ NOX и Nrf�2 в гибели клеток HCT116/R в результате апоптоза, индуцированного 5�фторура�
цилом (5�FU). Мы обнаружили, что клетки HCT�116/R демонстрируют повышенную экспрессию HIF�1α,
Nrf�2 и HO�1 и обладают повышенной устойчивостью к действию 5�FU. В этих клетках также была повы�
шена экспрессия и активность NOX�2. Кроме того, в клетках был отмечен повышенный уровень АФК. Сле�
дует отметить, что воздействие HDC, который является специфическим ингибитором NOX�2, на клетки
HCT�116/R приводило к снижению уровня АФК. В то же время воздействие на клетки специфических ин�
гибиторов, таких как HDC (NOX�2) и ML�385 (Nrf�2), усиливало 5�FU�опосредованную гибель клеток
HCT�116/R в результате апоптоза, что позволяет предположить, что NOX�2 и Nrf�2 участвуют в развитии у
клеток устойчивости к действию лекарств. Таким образом, гены NOX�2 и Nrf�2, возможно, являются вновь
выявленными ускорителями возникновения лекарственной устойчивости клеток колоректального рака, и
они могут быть использованы в качестве терапевтических мишеней для преодоления лекарственной резис�
тентности при колоректальном раке.
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DOI: 10.31857/S0320972521030039

ПОВЫШЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ БЕЛКОВ NOX�2 И Nrf�2
СПОСОБСТВУЕТ ВОЗНИКНОВЕНИЮ УСТОЙЧИВОСТИ КЛЕТОК

КАРЦИНОМЫ ТОЛСТОЙ КИШКИ ЧЕЛОВЕКА (HCT�116)
К ДЕЙСТВИЮ 5�ФТОРУРАЦИЛА*

© 2021 Б.Н. Вагхела1, Ф.У. Вайдия1, Ч. Патхак1,2**

ВВЕДЕНИЕ

Рак толстой кишки является одной из ос�
новных причин смерти во всем мире, и для него

характерен высокий уровень смертности [1].
Для лечения рака в основном применяются та�
кие подходы, как химиотерапия и хирургичес�
кие методы вмешательства. Однако опухолевые

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ABC – АТФ�связывающий кассетный транспортер; АФК – активные формы кислорода;
DPBS – физиологический раствор Дульбекко; DPI – дифенилен�йодоний; 5�FU – 5�фторурацил; HDC – гистамин ди�
гидрохлорид; H2DCFDA – краситель 2′,7′�дихлорфлуоресцеиндиацетат; MDR1 – ген множественной лекарственной ус�
тойчивости 1; ML171 – ингибитор NOX�1; ML385 – ингибитора Nrf�2; MTT – краситель тиазолил синий тетразолий бро�
мид; NBT – нитросиний тетразолий; NOX – NADPH�оксидазы, Nrf�2 – ядерный эритроид�подобный фактор 2; P�gp –
P�гликопротеин.

* Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�221, 08.03.2021.

** Адресат для корреспонденции.
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клетки после начала применения противорако�
вых лекарств быстро становятся невосприимчи�
выми к действию химических препаратов. Воз�
никновение устойчивости опухолевых клеток к
действию химиотерапевтических агентов явля�
ется серьезным препятствием для успешного
применения лекарств при терапии рака [2]. Воз�
никновение фенотипов раковых клеток, устой�
чивых к действию лекарств, происходит в ре�
зультате нарушения функционирования слож�
ных молекулярных механизмов [3]. Механичес�
ки различные нарушения функционирования
клеток связаны с развитием лекарственной ре�
зистентности, которая проявляется в таких яв�
лениях, как инактивация лекарств, изменения
мишеней для действия лекарств, отток лекарств
из клеток, репарация поврежденных участков
ДНК, ингибирование процесса гибели клеток,
эпителиально�мезенхимальный переход (EMT –
epithelial to mesenchymal transition), свойствен�
ная клеткам гетерогенность, эпигенетические
эффекты и любые комбинации этих механиз�
мов [4, 5].

Есть неопровержимые доказательства того,
что развитие лекарственной резистентности ра�
ковых клеток обусловлено повышением
экспрессии белков, участвующих в выбросе ле�
карств из клеток или в снижении уровня погло�
щаемого клетками противоракового вещества.
Одним из наиболее хорошо изученных механиз�
мов лекарственной устойчивости раковых кле�
ток является повышение экспрессии белков се�
мейства ATP�связывающего кассетного транс�
портера (ABC – ATP�binding cassette), которые
способствуют оттоку из клеток противоопухоле�
вых лекарств и снижают их содержание в клет�
ках [6]. ABC�транспортеры используют энергию
гидролиза ATP для транспорта субстратов через
плазматическую мембрану против градиента их
концентрации [7]. В настоящее время иденти�
фицированы 49 членов семейства ABC�транс�
портеров, которые подразделяются на 7 подсе�
мейств, начиная от ABCA и далее до ABCG. Все
ABC�транспортеры содержат два нуклеотид�
связывающих и два трансмембранных домена.
ABC�транспортеры могут быть топологически
классифицированы на основании последова�
тельности нуклеотид�связывающего домена, из�
вестного как ABC�домен, который содержит
консервативную ABC�последовательность.
В ряде исследований было показано, что кон�
сервативная ABC�последовательность участвует
в оттоке эндогенных молекул и ксенобиотиков
из клеток [8]. Кроме того, было обнаружено, что
в различных типах раковых клеток, в том числе
при раке толстой кишки, печени, почек, подже�
лудочной железы и других, наблюдается повы�

шенная экспрессия гена MDR1 [9], которая
обеспечивает устойчивость клеток к действию
самых различных нейтральных и катионных
гидрофобных химиотерапевтических соедине�
ний, включая антрациклины, алкалоиды, такса�
ны, антибиотики и других [10].

Белки, поддерживающие в клетке окисли�
тельно�восстановительный (редокс) баланс,
белки семейства NADPH�оксидаз (NOX) и пер�
вичный продукт их действия в виде активных
форм кислорода (АФК) играют важную роль в
канцерогенезе [11]. Ранее было показано, что
АФК играют важную роль в определении судьбы
клеток [12]. При низких концентрациях АФК
участвуют в координации различных внутри�
клеточных сигнальных путей и клеточных отве�
тов. Однако при повышенном уровне АФК ин�
дуцируют окислительный стресс и гибель кле�
ток [13]. АФК, как известно, генерируются в хо�
де различных клеточных процессов в качестве
конечного продукта метаболизма. NADPH�ок�
сидаза, по сути, является сложной фермента�
тивной системой, которая образует АФК в каче�
стве основного продукта. NOX катализирует пе�
ренос электрона от молекулы NADPH на моле�
кулярный кислород с образованием АФК. Се�
мейство ферментов NOX состоит из семи чле�
нов, обозначаемых как NOX�1–NOX�5 и
DUOX�1–DUOX�2 [14]. Существование разных
изоформ NOX и их распределение среди различ�
ных тканей предполагает сложную роль этого
семейства ферментов в поддержании редокс�го�
меостаза внутри клеток [15]. Дисрегулирован�
ная активация и экспрессия NOX�опосредован�
ной генерации АФК значительно способствует
прогрессированию опухолевого процесса и ме�
тастазированию [16]. Показано, что изоформа
NOX (NOX�1) поддерживает пролиферацию
клеток и ассоциирована с прогрессированием
рака толстой кишки [17]. В предыдущей работе
мы показали, что переключение с изоформы
NOX�1 на NOX�2 способствует возникновению
инвазивных фенотипов клеток рака толстой
кишки [18]. Также было показано, что ядерный
эритроид�подобный фактор 2 (Nrf�2) является
индуцибельным фактором транскрипции, кото�
рый в основном участвует в транскрипции цело�
го ряда антиоксидантных и цитопротективных
генов. Nrf�2 защищает опухолевые клетки от
окислительного стресса и способствует поддер�
жанию внутриклеточного редокс�гомеоста�
за [19]. Однако участие изоформ NOX и Nrf�2 в
развитии фенотипа лекарственной устойчивос�
ти в клетках рака толстой кишки изучено недос�
таточно. В настоящем исследовании нами была
изучена роль редокс�белков, NOX�2 и Nrf�2, и
их реакция на обработку клеток противорако�
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вым агентом 5�фторурацилом (5�FU) в феноти�
пе лекарственной устойчивости клеток рака
толстой кишки (HCT�116/R). Кроме того, мы
также обнаружили, что ингибирование актив�
ности NOX�2 и Nrf�2 вызывает повышение
чувствительности клеток HCT�116/R к
действию 5�FU. Эти результаты могут свиде�
тельствовать о непосредственном участии ре�
докс�белков NOX�2 и Nrf�2 в регуляции окисли�
тельно�восстановительных процессов клетки
при развития лекарственной резистентности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Все реактивы для молекулярной
биологии были приобретены в коммерческих
фирмах. Среда RPMI�1640, физиологический
раствор Дульбекко (DPBS), фетальная бычья сы�
воротка (FBS), краситель 5,6�CFDA, Аннексин�
V (Alexa fluor 488), краситель пропидиум йодид
(PI), набор для синтеза кДНК, краситель SYBR
Green, антитела против Nrf�2, коньюгированные
с пероксидазой хрена вторичные антикроличьи
и антикозлиные антитела («GIBCO», США); на�
бор для определения активности лактатдегидро�
геназы (ЛДГ) («Takara Bio Inc.», Япония); нитро�
синий тетразолий (NBT), 2′,7′�дихлорфлуорес�
цеиндиацетат (H2DCFDA), ингибитор NOX�1
(ML171), N�[4�[2,3�дигидро�1�(2�метилбензо�
ил)�1H�индол�5�ил]�5�метил�2�тиазолил]�1,3�
бензодиоксол�5 ацетамид (ML385), гистамин
дигидрохлорид (HDC), тиазолил синий тетразо�
лий бромид (MTT), трипановый синий, анти�
мышиные коньюгированные с HRP антитела
(«Sigma�Aldrich», США); дифенилен�йодоний
(DPI) («APExBIO», США). Первичные антите�
ла: антитела против NOX�1 (1/1000) и NOX�2
(1/500) («BioRad», США); антитела против
MDR1 (1/1000) и β�актина (1/1000) («Cell
Signaling Technology», США).

Линии клеток и их культивирование. Линия
клеток колоректальной карциномы (HCT�116)
поступила от Национального центра клеточной
науки (NCCS), Пьюн, Индия. Клетки выращи�
вали в культуральной среде RPMI�1640, содер�
жащей L�глутамин (2 ммоль/литр). Культураль�
ная среда также содержала 10% фетальной
бычьей сыворотки и смесь антибиотиков: пени�
циллин (5 мг/мл), стрептомицин (5 мг/мл) и нео�
мицин (10 мг/мл) («GIBCO» и «Invitrogen»,
Великобритания). Клетки выдерживали в ув�
лажненной атмосфере, состоящей из 95% воз�
духа и 5% CO2 в CO2�инкубаторе при 37 °C.
В экспериментах использовали культивируе�
мые клетки, находящиеся в экспоненциальной
фазе роста.

Трансфекция. Трансфекцию генов MDR1
(pHaMDRwt Addgene Plasmid #10957) и GFP�
Nrf�2 (pcDNA3�EGFP�C4�Nrf�2 Addgene
Plasmid #21549) осуществляли с помощью реа�
гента Lipofectamine LTX («Invitrogen», Китай) в
соответствии с инструкциями производителя.
Вкратце, клетки HCT�116 рассеивали в соответ�
ствующие культуральные чашки и инкубирова�
ли в течение 16 ч. Использованную среду меня�
ли на свежую. Сначала раствор ДНК и липофек�
тамин готовили в пробирках раздельно, соглас�
но инструкциям производителя, затем их сме�
шивали и инкубировали в течение 8 мин. После
этого приготовленной смесью обрызгивали
клетки и инкубировали в течение 48 ч при 37 °C
в CO2�инкубаторе. Клетки HCT�116, повышен�
но экспрессирующие MDR1, далее обозначали
как клетки HCT�116/R.

Обработка 5�фторурацилом. С использова�
нием ДМСО культуральной чистоты приготав�
ливали концентрированный раствор противора�
кового агента 5�FU (50 мМ). Клетки HCT�116/R
инкубировали с различными дозами 5�FU (1, 10,
25, 50, 100, 500, 1000 и 2000 мкМ) в течение 24 ч.
Для определения влияния ингибиторов клетки
HCT�116/R инкубировали с 5�FU (100 мкМ) с
добавлением ингибиторов или без них в течение
24 ч.

Ингибирование NOX�2 и Nrf�2. Активность
ферментов NOX�2 и Nrf�2 подавляли с по�
мощью специфических ингибиторов. С исполь�
зованием ДМСО культуральной чистоты приго�
тавливали концентрированные растворы инги�
битора NOX – DPI (10 мМ), специфического
ингибитора NOX�1 – ML171 (0,5 мМ), специ�
фического ингибитора NOX�2 – HDC (5 мМ) и
специфического ингибитора Nrf�2 – ML385
(10 мМ). Клетки HCT�116/R обрабатывали
DPI (10 мкМ) в течение 2 ч или ML171
(0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ) в
течение 4 ч. Для определения гибели клеток
клетки HCT�116/R обрабатывали отдельно 5�
FU (100 мкМ) или 5�FU вместе с ML171
(0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ) в
течение 24 ч. Кроме того, клетки HCT�116/R
были предварительно обработаны DPI (10 мкМ)
в течение 2 ч и затем 5�FU (100 мкМ) в течение
24 ч.

Морфологический анализ. Изменения мор�
фологии клеток HCT�116 при их трансфекции
наблюдали с помощью фильтра DIC в ярком по�
ле микроскопа. Вкратце, клетки HCT�116 и
HCT�116/R промывали буфером DPBS и наб�
людали более 150 клеток в трех разных полях с
использованием фильтра DIC (DP�71, IX81,
«Olympus», Япония). Изображения клеток полу�
чали с помощью программы Image�Pro MC 6.1
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(США) и анализировали с помощью программы
NIH Image J, США.

Анализ накопления родамина 123. Окрашива�
ние родамином 123 проводили, как описано ра�
нее, с небольшими изменениями [20]. Вкратце,
клетки HCT�116 и HCT�116/R промывали
DPBS и окрашивали 10 мкM родамина 123
(в HBSS) в течение 1 ч, и получали изображения
с помощью программы Image�Pro MC 6.1
(США) на инвертированном флуоресцентном
микроскопе (DP�71, IX81, «Olympus», Япония).
Изображения анализировали с помощью прог�
раммы NIH Image J (США).

Анализ распределения и накопления доксору�
бицина внутри клеток. Внутриклеточное распре�
деление и накопление доксорубицина опреде�
ляли, как сообщалось ранее [21]. Вкратце, клет�
ки HCT�116 HCT�116/R отмывали буфером
DPBS, обрабатывали 5 мкМ доксорубицина в
течение 2 ч, и наблюдали за ними с использова�
нием инвертированного флуоресцентного мик�
роскопа (DP�71, IX81, «Olympus», Япония).

Определение АФК внутри клеток. За образо�
ванием АФК внутри клеток наблюдали с по�
мощью красителя H2DCFDA. Вкратце, клетки
HCT�116 и HCT�116/R инкубировали с
H2DCFDA (25 мкМ) в темноте в течение 20 мин
при 37 °C. Планшет подвергали мониторингу
величины флуоресценции молекул DCF при
возбуждении 485 нм и излучении 525 нм с ис�
пользованием ридера микропланшет (multimode
microplate reader, «Molecular Devices», США).
Для качественного анализа внутриклеточных
АФК клетки HCT�116 и HCT�116/R инкубиро�
вали с H2DCFDA (25 мкм) в течение 20 мин
при 37 °C в темноте. После этого клетки промы�
вали DPBS, а изображения получали с помощью
программного обеспечения Image�Pro MC 6.1
(США) под инвертированным флуоресцентным
микроскопом (DP�71, IX81, «Olympus», Япо�
ния).

Определение активности NADPH�оксидазы с
красителем нитросиний тетразолий. Активность
NOX определяли с помощью метода с использо�
ванием красителя NBT, как описано ранее [22].
Принцип этого метода основан на восстановле�
нии NBT до формазана NOX�зависимым супер�
оксидом. Вкратце, клетки HCT�116 и HCT�
116/R инкубировали с 100 мкл раствора NBT
(1 мг/мл в среде RPMI�1640) при 37 °C в течение
1 ч. Затем клетки разрушали с помощью
100 мкл ДМСО, и регистрировали поглощение
при 570 нм. Результаты представляли в виде
среднего значения процента поглощения в раз�
личных группах.

Определение значения IC50 и анализ клеточ�
ной пролиферации. Значение полумаксимальной

ингибирующей концентрации (IC50) 5�FU на
клетки HCT�116 и HCT�116/R определяли с по�
мощью красителя MTT, как описано ранее [23].
Вкратце, клетки HCT�116 и HCT�116/R обраба�
тывали различными концентрациями (1, 10, 25,
50, 100, 500, 1000 и 2000 мкМ) 5�FU в тече�
ние 24 ч. Затем клетки инкубировали с 0,5 мг/мл
раствора MTT в течение 4 ч при 37 °C. После
этого в каждую лунку добавляли 0,1 мл смеси
SDS и HCl (10% SDS в 0,01 M HCl), тщательно
перемешивали и инкубировали в темноте в тече�
ние 20 мин при 37 °C. Поглощение регистриро�
вали в каждой лунке при 570 нм с референсной
длиной волны при 650 нм с использованием ри�
дера микропланшет (multimode microplate reader
SpectraMax M2e, «Molecular Devices», США).
Влияние 5�FU или ингибиторов на пролифера�
цию клеток HCT�116 и HCT�116/R оценивали с
помощью MTT. Результаты представлены в виде
процента значения клеточной пролиферации в
различных группах.

Определение гибели клеток. Оценку процес�
са гибели клеток проводили с помощью метода
исключения красителя трипановый синий, как
описано ранее [24]. Вкратце, клетки HCT�116/R
обрабатывали, как было описано ранее. После
завершения инкубации клетки собирали и про�
мывали один раз буфером DPBS. Затем равные
количества суспензии клеток смешивали с три�
пановым синим, после чего подсчитывали ко�
личество живых и мертвых клеток в ярком поле
микроскопа, и определяли процент погибших
клеток, используя формулу (процент гибели
клеток = (число мертвых клеток/общее количе�
ство клеток) × 100).

Определение ЛДГ. Цитотоксичный эффект
5�FU и ингибиторов оценивали с помощью на�
бора для определения активности ЛДГ, согласно
рекомендациям производителя. Вкратце,
1,5 × 104 клеток HCT�116/R обрабатывали либо
5�FU (100 мкМ) в отдельности или 5�FU
(100 мкМ) с DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ),
HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ). После этого
собирали остаточную среду, смешивали с реак�
ционной смесью, содержащей ЛДГ и раствор
красителя, и инкубировали в темноте в тече�
ние 30 мин при комнатной температуре. Регист�
рировали оптическое поглощение при 490 нм с
референсной длиной волны при 650 нм с ис�
пользованием ридера микропланшет (multimode
microplate reader, SpectraMax M2e, «Molecular
Devices», США). Результаты представлены в ви�
де процента цитотоксичности (высвобожде�
ние ЛДГ).

Окрашивание клеток Аннексином�V и пропи�
диум иодидом (PI). Оценку гибели клеток в ре�
зультате апоптоза проводили по методу окраши�
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вания клеток Аннексином�V/PI, как описано
ранее [24]. Вкратце, клетки HCT�116/R выра�
щивали на покрытых поли�L�лизином покров�
ных стеклах и обрабатывали их, как описано ра�
нее. Затем клетки окрашивали реагентом Ан�
нексин�V (Alexa Fluor 488) в течение 20 мин с
последующим окрашиванием PI в течение 5 мин
и наблюдали за более чем 150 клетками в трех
случайных полях с использованием инвертиро�
ванного флуоресцентного микроскопа (DP�71,
IX81, «Olympus», Япония).

Анализ жизнеспособности клеток. Жизнеспо�
собность клеток анализировали методом окра�
шивания CFDA. Вкратце, клетки HCT�116/R
обрабатывали только 5�FU (100 мкМ) или 5�
FU (100 мкМ) вместе с DPI (10 мкМ), ML171
(0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ).
Затем клетки окрашивали красителем CFDA
(25 мкМ) в течение 20 мин и дважды промывали
буфером DPBS. Окрашенные клетки анализи�
ровали с использованием инвертированного
флуоресцентного микроскопа (DP71, IX81,
«Olympus», Япония).

Транслокация Nrf�2. Транслокацию GFP�
Nrf�2 между ядром и цитоплазмой оценивали с
помощью флуоресцентной микроскопии.
Вкратце, 4 × 104 клеток трансфицировали плаз�
мидой с геном MDR1. Спустя 24 ч клетки транс�
фицировали GFP�Nrf�2 и инкубировали в тече�
ние 24 ч, используя реагент Lipofectamine LTX с
Plus�реагентом. После этого клетки отмывали
DPBS и получали изображения с помощью ин�
вертированного флуоресцентного микроско�
па (DP�71, IX81, «Olympus», Япония).

Вестерн�блоттинг. Экспрессию белков
MDR1, HIF�1α, Nrf�2, NOX�1, NOX�2 и β�акти�
на оценивали с помощью метода вестерн�блот�
тинга. Вкратце, 1 × 106 клеток трансфицировали
плазмидой с геном MDR1 в течение 48 ч. Через
различные интервалы времени собирали клет�
ки, их дважды промывали охлажденным до тем�
пературы льда буфером DPBS, лизировали в ли�
зисном буфере (50 мМ Tris�HCl (pH 8,0),
150 мМ NaCl, 1 мМ MgCl2, 150 мМ CaCl2,
1 мМ Na�ванадат, 0,05% Nonident P�40, набор
ингибиторов протеаз) и помещали в лед
на 30 мин. Затем клетки разрушали и центрифу�
гировали при 8000 об./мин в течение 10 мин
при 4 °C. Супернатант собирали как лизат целых
клеток. Концентрацию белка определяли с по�
мощью BCA�набора для определения концент�
рации белка. Белки (50 мкг) разделяли с по�
мощью электрофореза в 12%�ном и 10%�ном
SDS�PAGE геле, затем переносили на мембрану
PVDF с помощью метода влажного электропере�
носа при 4 °C. Мембрану блокировали 3%�ным
обезжиренным молоком в буфере TBST в тече�

ние 2 ч при комнатной температуре с последую�
щей ночной инкубацией мембраны с первичны�
ми антителами при 4 °C. Затем мембрану обраба�
тывали вторичными антителами (1/3000), конъ�
югированными с пероксидазой хрена. Белки ви�
зуализировали с помощью хемолюминесценции
(EZ�ECL), согласно инструкциям производите�
ля в темноте с использованием синей пленки
«Kodak X�Omat blue film» («Kodak», США).

Экстракция РНК и ПЦР в реальном времени
(RT�qPCR). Суммарную РНК экстрагировали с
использованием реагента Trizol («Invitrogen»,
США) в соответствии с инструкциями произво�
дителя. Вкратце, осуществляли обратную тран�
скрипцию 1 мкг общей РНК в кДНК с использо�
ванием набора для синтеза кДНК («Invitrogen»,
США). RT�qPCR проводили с использованием
96�луночного планшета MicroAmp fast optical 96�
well PCR plates («Applied Biosystems», США) на
приборе Step One plus real�time PCR detection
system («Applied Biosystems», США). Реакцию
проводили в 20 мкл реакционной смеси, содер�
жащей кДНК (100 пмоль), SYBR Green master�
mix (1 мкМ), каждый праймер и свободную от
протеаз воду. В качестве эндогенного контроля
использовали 18S рРНК, и уровни экспрессии
мРНК для NOX�1, NOX�2 и HO�1 нормализова�
ли относительно 18S рРНК. Использованные в
работе праймеры приведены в таблице.

Статистическая обработка данных. Получен�
ные данные были проанализированы с по�
мощью t�критерия Стьюдента и метода
ANOVA (односторонний дисперсионный ана�
лиз), а затем с помощью критерия Стьюден�
та–Ньюмана–Кеуласа (SNK – тест по парамет�
рическим переменным) для проведения множе�
ственных сравнений с использованием прог�
раммы Sigma plot 12.0 statistical analysis software.
Значения *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; ***p ≤ 0,001 рас�
сматривались как статистически достоверные.
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Название
праймера

NOX�1 F 

NOX�1 R

NOX�2 F

NOX�2 R 

HO�1 F

HO�1 R

18s rRNA F

18s rRNA R

Перечень праймеров, использованных в данной работе

Последовательность праймера (5′–3′)

GAGACAGGTGCCTTTTCCTG

CGGTGAGGAAGAGACGGTAG

CACATGCCTTTGAGTGGTTTG

GCCAGTGAGGTAGATGTTGTAG

AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC

AAAGCCCTACAGCAACTGTCG

AGAAACGGCTACCACATCCAA

TGTCACTACCTCCCCGTGTCA

Примечание. F – прямой праймер, R – обратный праймер.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Повышение экспрессии MDR1 вызывает ин�
дукцию фенотипов лекарственной резистентности
в клетках HCT�116. В настоящей работе мы ис�
следовали последствия повышенной экспрес�
сии гена MDR1 в клетках HCT�116. Мы транс�
фицировали ген MDR1 в клетки HCT�116, и с
помощью микроскопа проанализировали лека�
рственно�резистентные фенотипы. Мы обнару�
жили, что в клетках с повышенной экспрессией
MDR1 (HCT�116/R) наблюдается образование
внутриклеточных вакуолей в сравнении с клет�
ками дикого типа (HCT�116) (рис. 1, а). Затем
мы проанализировали способность клеток
HCT�116/R снижать поглощение лекарств с по�
мощью окрашивания родамином 123. Мы обна�
ружили, что в большинстве клеток HCT�116
наблюдалась интенсивная флуоресценция ро�
дамина 123, в то время как клетки HCT�116/R
отличались слабой флуоресценцией. Это озна�
чает, что клетки с повышенной экспрессией
MDR1 в меньшей степени поглощают рода�
мин 123 (рис. 1, b). Далее мы проанализировали
внутриклеточное распределение и накопление
доксорубицина в обоих типах клеточных линий
и обнаружили, что большинство клеток HCT�
116 демонстрировали заметную флуоресцен�
цию доксорубицина в ядре. Однако клетки
HCT�116/R не проявляли флуоресценции док�
сорубицина в ядре и уменьшали флуоресцен�
цию доксорубицина в своей цитоплазме
(рис. 1, с). Мы также получили подтверждение
повышенной экспрессии MDR1 с помощью
иммуноблоттинга. Полученные нами результа�
ты свидетельствовали о повышенной экспрес�
сии MDR1 в клетках HCT�116/R по сравнению
с клетками HCT�116 (рис. 1, d). Кроме того, по�
лученные нами результаты показывали значи�
тельное повышение экспрессии HIF�1α и Nrf�2.
Этот результат позволил предположить, что по�
вышение экспрессии MDR�1, HIF�1α и Nrf�2
связано с возникновением резистентности кле�
ток к действию лекарств. Кроме того, мы также
определили чувствительность клеток HCT�116
и HCT�116/R к действию 5�фторурацила. Зна�
чения полумаксимальной ингибирующей кон�
центрации IC50 для 5�FU в отношении клеток
HCT�116 и HCT�116/R оказались равными
~241,40 и ~702,30 мкМ соответственно (рис. 1, e),
что свидетельствовало о большей устойчивости
клеток HCT�116/R к действию 5�фторурацила.
Таким образом, эти результаты означают, что
повышение экспрессии MDR1 способствует
возникновению резистентных фенотипов кле�
ток колоректальной карциномы человека
(HCT�116).

Повышение экспрессии мРНК для Nrf�2 и
HO�1 связано с возникновением лекарственной
резистентности клеток HCT�116/R. Nrf�2 в ос�
новном ассоциирован с антиоксидантным отве�
том и детоксикацией клеток в результате регуля�
ции различных генов�мишеней ARE [25]. В раз�
витии лекарственной резистентности клеток
при различных типах рака участвует сигнальная
цепь Nrf�2/HO�1 [26]. Чтобы понять действи�
тельно ли сигнальная цепь Nrf�2/HO�1 задей�
ствована в клетках HCT�116/R, мы проанализи�
ровали экспрессию и активацию фактора тран�
скрипции Nrf�2. Мы обнаружили заметное по�
вышение экспрессии Nrf�2 в клетках HCT�
116/R (рис. 1, d). Далее мы попытались исследо�
вать активность Nrf�2, регистрируя транслока�
цию GFP�Nrf�2 в клетках HCT�116/R. Мы об�
наружили значительную экспрессию GFP�Nrf�2
в ядрах клеток HCT�116/R (рис. 2, а). Однако
накопление GFP�Nrf�2 также наблюдалось в
цитоплазме клеток HCT�116. Чтобы определить
активность Nrf�2 в ядре, мы проанализировали
экспрессию гена�мишени Nrf�2 (гена HO�1) на
уровне мРНК. Полученные нами результаты
свидетельствуют о том, что в клетках HCT�
116/R по сравнению с клетками HCT116 наблю�
дается повышенная экспрессия мРНК HO�
1 (рис. 2, b). Более того, обработка клеток HCT�
116/R препаратом ML385 (специфическим ин�
гибитором Nrf�2) вызывала значительное сни�
жение уровня активации Nrf�2 и экспрессии
мРНК HO�1 (рис. 2, а и b). В целом эти результа�
ты свидетельствуют о том, что активация Nrf�2 и
продукта нижележащего гена HO�1 ассоцииро�
ваны с развитием у клеток HCT�116/R устойчи�
вости к действию лекарств.

Повышение активности NOX и экспрессии
NOX�2 приводит к увеличению образования АФК
и способствует развитию устойчивости раковых
клеток к действию лекарств. Известно, что ак�
тивные формы кислорода вносят вклад в воз�
никновение окислительного стресса и прогрес�
сирование рака [27]. Ферменты семейства NOX
являются одними из основных источников АФК
внутри клетки [28]. В настоящем исследовании
нам было интересно изучить участие NOX�
опосредованной генерации АФК, связанной с
лекарственной устойчивостью, при раке. Снача�
ла мы изучили активность NOX в клетках HCT�
116 и HCT�116/R. Полученные нами результаты
показали существенное увеличение активности
NOX в клетках HCT�116/R по сравнению с клет�
ками HCT�116 (рис. 3, а). Этот результат поста�
вил вопрос о том, коррелирует ли повышенная
активность NOX с экспрессией его изоформ
NOX�1 и NOX�2. Мы изучили экспрессию NOX�1
и NOX�2 на уровне мРНК и белка и обнаружи�
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ли, что уровень NOX�2 был резко повышен в
клетках HCT�116/R (рис. 3, b–d). Однако
экспрессия NOX�1 оставалась на прежнем уров�
не, что предполагает, что участие фермента NOX

в возникновении резистентности к лекарствам
клеток рака толстой кишки у человека зависит
от его изоформы (рис. 3, b и c). Кроме того, мы
наблюдали за уровнем внутриклеточных АФК в

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  3  2021

314

Рис. 1. Характеристика устойчивых к действию лекарств клеток HCT�116/R рака толстой кишки человека. Клетки HCT�
116 были трансфицированы геном MDR1, и были обнаружены различные свойства лекарственной устойчивости. а – Мор�
фологический анализ с использованием фильтра DIC. b – Окрашивание клеток родамином 123 и их анализ с помощью
флуоресцентного микроскопа. c – Распределение и накопление доксорубицина внутри клеток было проанализировано с
помощью флуоресцентного микроскопа. Масштабная линейка – 20 мкм. d – Вестерн�блоттинг MDR1, HIF�1α и Nrf�2.
В качестве контроля белковой нагрузки использовали β�актин. e – Влияние 5�FU (1, 10, 25, 50 мкМ, 100, 500, 1000 и
2000 мкМ) на пролиферацию клеток HCT�116 и HCT�116/R, определенное с помощью MTT�анализа. Данные представ�
лены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Статистически
достоверные различия обозначены как #p ≤ 0,001 между клетками HCT�116 и HCT�116/R (односторонний ANOVA и за�
тем критерий SNK). (С цветными варианами рис. 1–8 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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клетках HCT�116/R, используя флуоресцент�
ный краситель H2DCFDA, и обнаружили значи�
тельное повышение уровня АФК внутри кле�
ток (рис. 3, e). Анализ с использованием мик�
роскопа также подтвердил повышенный внут�
риклеточный уровень АФК в клетках HCT�
116/R (рис. 3, f и g). Кроме того, чтобы подтвер�
дить роль какой�либо конкретной изоформы
NOX, мы обработали устойчивые к действию ле�
карств клетки HCT�116/R специфичными ин�
гибиторами: DPI (ингибитор NOX), ML171
(специфичный ингибитор NOX�1), HDC (спе�
цифичный ингибитор NOX�2) и ML385 (инги�
битор Nrf�2). DPI и HDC ингибировали актив�
ность NOX и образование АФК в клетках HCT�
116/R в сравнении с контрольными клетками
HCT�116/R. Однако ML171 и ML385 в незначи�
тельной степени ингибировали активацию NOX
и образование АФК в устойчивых к действию
лекарств клетках HCT�116/R (рис. 4, а и b). Та�
ким образом, полученные нами результаты поз�

воляют предположить, что активация фермен�
тов NOX и повышение экспрессии NOX�2 об�
легчает образование АФК при резистентности к
действию лекарств клеток HCT�116/R.

Ингибирование активности NOX�2 и Nrf�2
способствует устойчивости клеток HCT�116/R к
действию 5�FU и сенсибилизирует клетки HCT�
116/R к гибели. 5�фторурацил является антиме�
таболитом, который препятствует синтезу ДНК
и РНК раковых клеток [29]. Он широко исполь�
зуется для лечения различных типов рака, вклю�
чая рак молочной железы, головы и шеи и рак
толстой кишки [30, 31]. В настоящее время при
лечении рака толстой кишки в основном ис�
пользуется 5�FU в сочетании с другими химио�
терапевтическими препаратами, и это приводит
к существенному улучшению ситуации с выжи�
ваемостью больных [32]. Однако возникновение
лекарственной резистентности ограничивает
активность 5�FU. После того, как было обнару�
жено повышение экспрессии и активации
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Рис. 2. Активация Nrf�2�зависимого сигнального пути в устойчивых к действию лекарств клетках HCT�116/R рака толс�
той кишки. Клетки HCT�116 были трансфицированы геном MDR1 с последующей обработкой ML385. При этом наблю�
далась активация и накопление Nrf�2. а – Изучение транслокации GFP�Nrf�2. Зелеными стрелками показано накопле�
ние GFP�Nrf�2 в ядре, и красными стрелками обозначено накопление GFP�Nrf�2 в цитоплазме. Масштабная линейка –
5 мкм. b – Анализ HO�1 с помощью RT�qPCR. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка
среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Достоверные различия определены при **p ≤ 0,01 между клетками
HCT�116 и HCT�116/R (t�критерий)
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NOX�2 и Nrf�2 в клетках HCT�116/R, мы поста�
вили цель изучить роль активации NOX�2 и Nrf�
2 в возникновении устойчивости клеток HCT�
116/R к действию 5�фторурацила. Для этого мы
обработали клетки HCT�116/R 5�FU в отдель�
ности и 5�FU вместе с ингибитором NOX (DPI)
и ингибитором Nrf�2 (ML385). Оказалось, что
обработка клеток HCT�116/R 5�FU вместе с DPI
и ML385 вызывает значительное ингибирование
клеточной пролиферации и индуцирует гибель
клеток по сравнению с их обработкой только 5�
FU. Этот результат предполагает роль актива�
ции NOX и Nrf�2 в развитии у клеток устойчи�
вости к действию 5�FU (рис. 5, а и b).

Чтобы выяснить роль отдельных изоформ
NOX, мы обработали клетки HCT�116/R 5�FU
вместе с ML171 (специфичный ингибитор NOX�
1) и HDC (специфичный ингибитор NOX�2).
Интересно, что обработка клеток HCT�116/R 5�
FU вместе с HDC приводила к ингибированию
пролиферации клеток и индуцировала гибель
клеток в сравнении с обработкой клеток толь�
ко 5�FU (рис. 5, а и b). Однако обработка этих
клеток 5�FU вместе с ML171 не оказывала за�
метного влияния на клеточную пролиферацию

и гибель клеток в сравнении с их обработкой
только 5�FU (рис. 5, а и b). Эти результаты поз�
воляют предположить, что ингибирование ак�
тивности NOX�2 и Nrf�2 усиливает 5�FU�опос�
редованную гибель клеток HCT�116/R. Далее
мы провели мониторинг высвобождения из кле�
ток ЛДГ, чтобы оценить гибель клеток в резуль�
тате некроза во всех группах клеток, но не смог�
ли обнаружить значительного высвобождения
ЛДГ при обработке клеток. Эти результаты поз�
воляют предположить, что обработка 5�FU или
5�FU вместе с ингибиторами не вызывает нек�
ротическую гибель клеток (рис. 5, с). Также мы
изучили морфологические изменения и жизне�
способность клеток после различных обработок
и обнаружили, что обработка клеток 5�FU вмес�
те с DPI, HDC и ML385 заметно изменила кле�
точную морфологию и снизила жизнеспособ�
ность клеток HCT�116/R (рис. 6, а–с). В то же
время обработка клеток HCT�116/R 5�FU вмес�
те с ML171 не показала каких�либо существен�
ных изменений в клеточной морфологии и жиз�
неспособности клеток по сравнению с обработ�
кой только 5�FU. Этот результат позволяет
предположить, что ингибирование активности
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Рис. 3. Активация ферментов семейства NOX и образование АФК в клетках линии HCT�116/R, устойчивых к действию
лекарств. Клетки HCT�116 трансфицировали геном MDR1 и регистрировали активацию и экспрессию ферментов NOX.
a – Анализ активности NOX с помощью NBT�анализа. b – Вестерн�блоттинг белков NOX�1 и NOX�2. В качестве контро�
ля белковой нагрузки использовали β�актин. RT�qPCR анализ NOX�1 (c) и NOX�2 (d). Уровень внутриклеточной генера�
ции АФК определяли с помощью красителя H2DCFDA. e – Количественный анализ с использованием спектрофотомет�
ра. f и g – Количественный анализ с использованием флуоресцентного микроскопа. Масштабная линейка – 50 мкм. Дан�
ные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов.
Статистически достоверные различия обозначены как **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001 между клетками HCT�116 и HCT�116/R
(t�критерий)
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NOX�2 и Nrf�2 снижает жизнеспособность кле�
ток HCT�116/R (рис. 6, а–с).

Чтобы изучить характер гибели клеток в ре�
зультате их обработки, мы окрасили клетки Ан�
нексином�V и PI. Полученные нами результаты
свидетельствуют о том, что обработка клеток 5�
FU с DPI, HDC и ML385 приводит к наиболь�
шему числу Аннексин�V/PI�положительных
клеток HCT�116/R по сравнению с клетками,
обработанными 5�FU вместе с ML171 или толь�
ко 5�FU (рис. 7, а и b). Этот результат говорит о
том, что ингибирование активности NOX�2 и
Nrf�2 способствует 5�FU�опосредованному
апоптозу клеток HCT�116/R. Следовательно,
полученные нами результаты позволяют пред�
положить, что активация NOX�2 и Nrf�2 приво�
дит к резистентности клеток HCT�116/R к
действию 5�фторурацила.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Лекарственная резистентность – это явле�
ние, которое возникает при патологических
состояниях клеток, приобретающих устойчи�
вость к действию терапевтических агентов.
Приобретение раковыми клетками устойчивос�
ти к действию лекарств является серьезным пре�
пятствием на пути успешного лечения рака. Хо�
тя многие типы рака изначально чувствительны
к химиотерапевтическим препаратам, со време�
нем раковые клетки становятся резистентными
к их действию благодаря влиянию многочислен�
ных внутренних и внешних факторов [5]. Один
из наиболее хорошо изученных механизмов ле�
карственной резистентности заключается в
экспрессии белков семейства ATP�связывающе�
го кассетного транспортера. Три транспортера:
белок множественной лекарственной устойчи�
вости 1 (MDR1), ассоциированный с множест�
венной лекарственной устойчивостью бе�
лок 1 (MRP1) и белок устойчивости к раку мо�
лочной железы (BCRP) участвуют в процессе
лекарственной резистентности при различных
типах рака [33]. Все эти транспортеры защища�
ют раковые клетки от различных химиотерапев�
тических агентов. Белок MDR1 (P�gp, P�гли�
копротеин) был первым идентифицированным
и широко изученным транспортным белком в
различных моделях рака. Недавно были получе�
ны убедительные доказательства, показавшие,
что сверхэкспрессия P�gp связана с развитием
множественной лекарственной устойчивос�
ти (MDR) при раке. Таким образом, клетки, ко�
торые повышенно экспрессируют P�gp, прояв�
ляют перекрестную резистентность к множест�
венным цитотоксическим препаратам и способ�

ствуют развитию множественной лекарствен�
ной устойчивости в раковых клетках. Развитие
лекарственной устойчивости при раке толстой
кишки является основным феноменом, ответ�
ственным за рецидив опухоли и снижение вы�
живаемости пациентов [34]. Поэтому выявление
новых регуляторов резистентности рака толстой
кишки крайне необходимо.

Есть неопровержимые доказательства того,
что нарушение регуляции редокс�белков и генов
способствует устойчивости раковых клеток к
действию лекарств [35]. Известно, что АФК на�
целены на редокс�чувствительные белки и регу�
лируют иммунный ответ, пролиферацию кле�
ток, дифференцировку клеток и сигнализацию о
гибели клеток. Внутриклеточные АФК в основ�
ном вырабатываются ферментами семейства
NADPH�оксидаз в качестве основного продукта
и участвуют в окислительно�восстановительном
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Рис. 4. NOX�2�опосредованное образование АФК в клет�
ках HCT�116/R рака толстой кишки, устойчивых к
действию лекарств. Клетки HCT�116 были трансфициро�
ваны геном MDR1 и обработаны DPI (10 мкМ),
ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ).
В этих клетках регистрировали активацию белков NOX.
a – Определение активности белков NOX с помощью NBT.
b – Определение АФК с помощью спектрофотометра. Дан�
ные представлены в виде среднего значения ± стандартная
ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов.
Статистически достоверные различия обозначены как
***p ≤ 0,001 между необработанными и обработанными
клетками (использованы метод одностороннего дисперси�
онного анализа ANOVA и затем критерий SNK)
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гомеостазе клеток. Очевидно, что АФК, образу�
емые белками NOX, участвуют в развитии и
прогрессировании различных типов рака [36].
В предыдущей работе было высказано предпо�
ложение, что переключение экспрессии с NOX�
1 на NOX�2 ассоциировано со злокачественной
трансформацией клеток [18]. Действительно,
было показано, что различные онкогены, вклю�
чая RAS, регулируют экспрессию и активацию
белка NOX�1 [37]. В отличие от NOX�1, другая
изоформа, NOX�2, принимает участие в разви�
тии инвазивных фенотипов клеток рака толстой
кишки [18]. NOX�2 является первой изоформой
NOX, для которой была показана преимущест�
венная экспрессия в иммунных клетках, вклю�
чая макрофаги, моноциты и нейтрофилы [38].
Недавно было показано, что переключение с
изоформы NOX�1 на NOX�2 способствует раз�
витию инвазивного фенотипа у клеток рака
толстой кишки [18]. В целом эти данные позво�
ляют предположить, что как NOX�1, так и NOX�
2 участвуют в прогрессировании рака толстой
кишки.

Nrf�2 является основным фактором тран�
скрипции, который способствует транскрипции
целого ряда антиоксидантных генов. При физио�
логических условиях белок Nrf�2 подвергается
постоянной деградации протеазой Keap�1. В ус�
ловиях окислительного стресса Nrf�2 высвобож�
дается из комплекса с Keap�1 и активируется.
При активации происходит его транслокация в
ядро, где он инициирует транскрипцию ге�
нов ARE [39]. В предыдущей работе было сдела�
но предположение, что мутации в Nrf�2 и Keap�
1 при различных типах рака человека приводят к
конститутивной активации Nrf�2 и экспрессии
цитопротективных (способствующих выжива�
нию) генов и в конечном итоге способствуют
лекарственной устойчивости при раке [40].

Ранее было предположено, что активация
ферментов NOX и Nrf�2 ассоциирована с под�
держанием гомеостаза клеток [41]. Мутация в
белке RAS усиливает экспрессию и активацию
NOX и образования АФК в клетках рака толстой
кишки [42, 43]. Чтобы сохранить окислительно�
восстановительный баланс внутри клетки, му�
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Рис. 5. Ингибирование активности NOX�2 способствует гибели клеток HCT�116/R рака толстой кишки человека, устой�
чивых к действию лекарств. Клетки HCT�116 были трансфицированы геном MDR1 и обработаны либо 5�FU (100 мкМ) в
отдельности или 5�FU (100 мкМ) с DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ). а – Анализ про�
лиферации клеток с помощью MTT�анализа. b – Анализ гибели клеток с помощью трипанового синего. c – Определение
высвобождения ЛДГ из клеток с помощью набора для определения ЛДГ. Данные представлены в виде среднего значе�
ния ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Статистически достоверные различия обоз�
начены как ***p ≤ 0,001 между обработкой клеток только 5�FU и обработкой клеток 5�FU вместе с DPI, ML171, HDC и
ML385 (использованы метод одностороннего дисперсионного анализа ANOVA и затем критерий SNK)
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тированный белок RAS также способствует ак�
тивации Nrf�2 [44]. Известно, что Nrf�2 участву�
ет в регуляции образования АФК, опосредован�
ной ферментами NOX [45]. Было также предпо�
ложено, что активация NOX тесно связана с ан�
тиоксидантами, регулирующими микроокруже�
ние опухоли [46]. Кроме того, во время прогрес�
сирования различных типов рака происходит
активация пути Nrf�2/HO�1, который активиру�
ется во время прогрессирования различных зло�
качественных новообразований, а также ассо�
циируется с химиорезистентностью и плохим
прогнозом [26]. Была показана роль изоформ
NOX в прогрессировании инвазии и росте опу�
холи. Однако их императивная роль в развитии
лекарственной устойчивости клеток рака толс�
той кишки остается невыясненной.

В этом исследовании нам было интересно
изучить роль Nrf�2 в развитии лекарственной
устойчивости. Мы проверили, происходит ли
активация Nrf�2 в резистентных клетках HCT�

116/R или нет. В результате мы обнаружили, что
в клетках HCT�116/R наблюдается повышение
экспрессии Nrf�2. Затем мы провели монито�
ринг активации Nrf�2�зависимого сигнального
пути на основе его локализации и экспрессии
его гена�мишени, HO�1. Мы обнаружили замет�
ное накопление GFP�Nrf�2 в ядре и повышение
экспрессии HO�1 в клетках HCT�116/R. Эти ре�
зультаты позволяют предположить, что Nrf�2 не
только стабилизируется в связи с повышенной
генерацией АФК, но он также активируется и
участвует в транскрипции генов�мишеней в
клетках HCT�116/R.

Внутриклеточный уровень АФК ассоцииро�
ван с различными событиями, происходящими
внутри раковых клеток [27]. Все больше работ
свидетельствуют о возможной связи между
уровнем АФК внутри клеток и их устойчи�
востью к действию химических соединений [47].
В процессе образования АФК основное участие
принимают ферменты семейства NOX. Поэтому
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Рис. 6. Ингибирование процесса активации NOX�2 способствует апоптотической гибели клеток HCT�116/R рака толстой
кишки человека, устойчивых к действию лекарств. Клетки HCT�116/R были обработаны только 5�FU (100 мкМ) или
5�FU (100 мкМ) вместе с DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) и ML385 (10 мкМ). а – Анализ морфологии кле�
ток с использованием фильтра DIC. b и c – Анализ жизнеспособности клеток с помощью окрашивания красителем CFDA
и использования флуоресцентного микроскопа. Масштабная линейка – 50 мкм. Данные представлены в виде среднего зна�
чения ± стандартная ошибка среднего (SEM) трех независимых экспериментов. Статистически достоверные различия
обозначены как ***p ≤ 0,001 между клетками, обработанными только 5�FU, и клетками, обработанными 5�FU вместе с
DPI, ML171, HDC и ML385 (использованы метод одностороннего дисперсионного анализа ANOVA и затем критерий SNK)
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мы изучили возможную связь между активацией
ферментов NOX и прогрессированием резистент�
ных фенотипов. Нами было обнаружено, что в
клетках HCT�116/R повышена активация NOX
и усилена генерация АФК. Далее мы проверили
экспрессию изоформ NOX�1 и NOX�2 и обнару�
жили, что в устойчивых к действию лекарств
клетках HCT�116/R рака толстой кишки наблю�
дается повышение экспрессии только NOX�2, но
не NOX�1, что предполагает изоформо�специ�
фическую функцию фермента NOX. Кроме то�
го, чтобы оценить связь с активацией NOX�2,
мы использовали в своей работе специфические
ингибиторы для NOX�1 (ML171) и NOX�
2 (HDC) и обнаружили, что при обработке кле�
ток DPI и HDC происходит ингибирование ак�
тивности NOX. Тем не менее ингибирование ак�
тивности NOX при обработке клеток ML171 бы�
ло незначительным. В целом эти результаты
позволяют предположить, что экспрессия и ак�
тивация NOX�2 имеет отношение к развитию
лекарственной устойчивости клеток HCT�
116/R.

5�Фторурацил является широко используе�
мым химиотерапевтическим агентом при лече�
нии колоректального рака [32, 48]. Однако его
химиопревентивная активность в клетках рака
толстой кишки, устойчивых к действию ле�
карств, снижена [49]. Наши результаты показа�
ли, что при повышенной экспрессии гена MDR1
клетки HCT�116/R очень устойчивы к воздей�
ствию 5�FU. Оказалось, что значение полумак�
симальной концентрации 5�FU примерно в 2,9
раза выше в клетках HCT�116/R по сравнению с
клетками HCT�116, что может быть результатом
повышенной экспрессии P�gp (MDR�1). Недав�
ние исследования показали, что опосредован�
ные NOX окислительно�восстановительные из�
менения ускоряют химиорезистентность [50].
Более того, было показано, что в клетках рака
толстой кишки, устойчивых к действию 5�фтор�
урацила, Nrf�2 находится под эпигенетическим
контролем [51]. Полученные нами данные со�
гласуются с нашими предыдущими результата�
ми, свидетельствующими о том, что в клетках
HCT�116/R происходит активация как NOX, так
и Nrf�2. Следовательно, нацеленное воздей�
ствие на NOX�2 и Nrf�2 может повысить
чувствительность клеток HCT�116/R к воздей�
ствию 5�FU. Наши результаты говорят о том,
что комбинация 5�FU с DPI (ингибитор фер�
ментов NOX) и HDC (специфичный ингибитор
NOX�2) способствует выраженной гибели кле�
ток в результате апоптоза по сравнению с обра�
боткой клеток HCT�116/R только одним 5�FU.
Кроме того, комбинированная обработка кле�
ток 5�FU и ML385 (специфичный ингибитор
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Рис. 7. Ингибирование процесса активации NOX�2 и Nrf�2
способствует гибели раковых клеток HCT�116/R в резуль�
тате апоптоза. Клетки HCT�116/R были обработаны толь�
ко 5�FU (100 мкМ) или же 5�FU (100 мкМ) вместе с
DPI (10 мкМ), ML171 (0,5 мкМ), HDC (10 мкМ) или
ML385 (10 мкМ). а и b – Анализ гибели клеток от апопто�
за с помощью окрашивания Аннексином�V и PI и наблю�
дения клеток под флуоресцентным микроскопом. Масш�
табная линейка – 20 мкм. Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартная ошибка среднего (SEM)
трех независимых экспериментов. Статистически досто�
верные различия обозначены как ***p ≤ 0,001 между клет�
ками, обработанными только 5�FU, и клетками, обрабо�
танными 5�FU вместе с DPI, ML171, HDC и ML385 (ис�
пользованы метод одностороннего дисперсионного анали�
за ANOVA и затем критерий SNK)
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Nrf�2) приводила к аналогичным результатам.
Однако при обработке клеток 5�FU вместе с
ML171 (специфичный ингибитор NOX�1) не
было обнаружено каких�либо заметных измене�
ний, что указывает на важную роль белков NOX�
2 и Nrf�2 в устойчивости клеток HCT�116/R к
действию 5�фторурацила.

Таким образом, наши результаты свидетель�
ствуют о том, что MDR1 играет важную роль в
развитии фенотипов лекарственной устойчи�
вости раковых клеток. Мы также обнаружили
значительное увеличение активности NOX и по�
вышенную продукцию АФК в клетках HCT�
116/R. Интересно, что в клетках HCT�116/R
также было обнаружено существенное увеличе�
ние экспрессии и активности редокс�белков –
NOX�2 и Nrf�2 (рис. 8). Кроме того, повышение
экспрессии и активация NOX�2 и Nrf�2 способ�
ствовали возникновению устойчивости клеток
HCT�116/R к действию 5�фторурацила. Таким
образом, гены резистентности к лекарствам
способствуют репрограммированию редокс�го�
меостаза внутри клеток путем активации NOX�
2� и Nrf�2�зависимых сигнальных путей, кото�

рые могут быть в будущем использованы в каче�
стве терапевтических мишеней для понижения
устойчивости клеток рака толстой кишки к
действию лекарств.
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UPREGULATION OF NOX�2 AND Nrf�2 PROMOTES
5�FLUOROURACIL�RESISTANCE OF HUMAN COLON

CARCINOMA (HCT�116) CELLS*
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Altered expression of cellular redox genes and proteins contributes to invasion, metastasis, and drug resistance in can�
cer. NADPH oxidase (NOX) isoforms are the pro�oxidant enzymes that generate ROS as a primary product.
Dysregulation of NOX activity and expression alters ROS generation, which either directly or indirectly modulates
cell death and survival signaling during the progression of cancer. Nuclear factor erythroid 2�related factor 2 (Nrf�2)
is an inducible transcription factor, which transcribes an array of antioxidant genes and protects cancer cells from the
oxidative stress. Both NOXs and Nrf�2 participate in the regulation of cellular redox homeostasis; but their dysregu�
lation promotes oxidative stress, which contributes to the progression of different types of cancer. Indeed, the role of
NOX isoforms and Nrf�2 in developing the drug resistance in cancer is largely unknown. In the present study, we have
explored the association of NOX isoforms and Nrf�2 signaling with the MDR1 gene expression in colon carcinoma
cells (HCT�116/R). The MDR1 gene was overexpressed to develop resistant HCT�116/R cells and the NOX activa�
tion and ROS generation were monitored. We also assessed the role of NOX isoforms and Nrf�2 in the 5�fluorouracil
(5�FU) mediated apoptotic cell death of HCT�116/R cells. The HCT�116/R cells demonstrated higher expression of
HIF�1α, Nrf�2, and HO�1 and were highly resistant to 5�FU; they also displayed upregulated expression and activi�
ty of NOX�2, as well as elevated ROS levels. Interestingly, the treatment with HDC, a specific NOX�2 inhibitor,
reduced the ROS levels in HCT�116/R cells. The treatment with HDC and ML�385 (specific inhibitor of Nrf�2) aug�
mented the 5�FU�mediated apoptotic cell death of HCT�116/R cells, which suggests that NOX�2 and Nrf�2 are
involved in the development of the chemoresistant phenotype of these cells. Taken together, NOX�2 and Nrf�2are
associated with developing drug resistance of colorectal cancer cells and might be potential targets to overcome drug
resistance during cancer therapy.

Keywords: 5�fluorouracil, drug resistance, HO�1, MDR1, NOX�2, Nrf�2, ROS
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Старение является системной первопричиной возрастных заболеваний, в частности протеинопатий.
Действительно, большинство болезней, связанных с неправильным сворачиванием белка, являются спора�
дическими, а вероятность их возникновения растёт по мере старения организма. В данном обзоре рассмот�
рен процесс образования агрегатов белков и их патогенность, устройство клеточной системы поддержания
протеостаза. Показано, как токсичность агрегатов нарушает важные клеточные процессы и приводит к про�
теинопатиям. Проанализировано, как проявления старения (дисфункция митохондрий, дисбаланс сиг�
нальной системы, изменения генома и эпигенома) делают возможным патогенез протеинопатий – усили�
вают агрегацию напрямую и через дискоординацию стресс�ответов. Проведённый анализ позволяет наме�
тить перспективы поиска воздействий для лечения протеинопатий и достижения здорового долголетия.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеостаз, агрегация белков, протеинопатия, старение, дисфункция митохондрий,
мутации, эпигенетические изменения.
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ВВЕДЕНИЕ: СТАРЕНИЕ СПОСОБСТВУЕТ
НАРУШЕНИЮ ПРОТЕОСТАЗА

Старение является процессом постепенного
нарушения гомеостаза, то есть функциональ�

ности клетки, различных систем и организма в
целом. Одна из основных концепций старения
утверждает, что данный процесс является запла�
нированным и, возможно, базируется на прог�
рамме развития организма [1]. Предполагается,

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы кислорода; м� и тРНК – матричная и транспортная РНК; ЭПР –
эндоплазматический ретикулум; Akt – серин/треониновая протеинкиназа B; AMPK – протеинкиназа, активируемая аде�
нозинмонофосфатом; ATP – аденозинтрифосфат; APOE – ген, кодирующий белок аполипопротеин E; APP – белок�пред�
шественник амилоида; Aβ – бета�амилоид; ETC – электрон�транспортная цепь; FOXO – фактор транскрипции семейства
«forkhead box» класса O; FUS – белок, ассоциированный с саркомой; Grp78 – белок, регулируемый глюкозой, 78;
hNRNPA1 – гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин А1; HSF1 – транскрипционный фактор теплового шока; HSP –
белок теплового шока, шаперон; IR/IGFR – рецепторы инсулина и инсулиноподобных факторов роста; IIS – инсулино�
вый и инсулиноподобный сигнальный каскад; mTOR – серин/треониновая протеинкиназа, мишень рапамицина млеко�
питающих; mtTERT – теломераза, локализованная в митохондрии; NAD+ – никотинамидадениндинуклеотид; NADPH –
никотинамидадениндинуклеотидфосфат; NBR1 – белок, кодируемый геном, соседствующим с BRCA1; NMDA – N�метил�
D�аспартат; NRF2 – ядерный фактор, связанный с эритроидным фактором; Pin1 – пептидил�пролил�цис/транс�изомера�
за 1; SIRT1 – сиртуин 1; SQSTM1/p62 – секвестосома�1, убиквитин�связывающий белок p62; SOD1 – супероксиддисмута�
за 1; TDP�43 – ДНК�связывающий белок TAR; TFEB – транскрипционный фактор EB; TIA�1 – Т�клеточный внутренний
антиген 1; TRiC/CCT – TCP�1 кольцевой белковый комплекс (шаперонин, содержащий TCP�1); ULK1 – серин/треони�
новая протеинкиназа; UPR – стресс�ответ на несвёрнутые белки; UPS – убиквитин�протеасомная система.

* Адресат для корреспонденции.
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что накопление с возрастом повреждений клет�
ки, вызванных внешними, внутренними стрес�
сами и ослаблением защитных механизмов,
вместе с заложенной программой старения при�
водит к одряхлению индивида.

Протеостаз – гомеостаз белков, результат
работы систем синтеза и контроля качества бел�
ков. Протеостаз заключается в наличии функ�
циональных белков в клетке и вне её в нужных
концентрациях, в нужное время и на правиль�
ный срок. Потеря протеостаза состоит в нару�
шении сворачивания белка и ослабевании сис�
темы контроля качества белков, что ведёт к на�
коплению токсичных белковых агрегатов и раз�
витию протеинопатий. Под «агрегацией» в дан�
ной работе подразумевается неспецифичная и
патогенная агрегация белков, которая приводит
к потере функциональности (в отличие от есте�
ственной олиго� или полимеризации, форми�
рующей функциональные белковые комплек�
сы).

Клеточное старение характеризуется поте�
рей протеостаза, дисфункцией митохондрий,
изменением генома и эпигенома, нарушением
работы сигнальной (управляющей) системы [2].
Эти повреждения усиливают друг друга, нару�
шая целостность гомеостаза клетки. Накопле�
ние большого количества повреждённых клеток
приводит к возрастным заболеваниям, в том
числе к протеинопатиям. О вкладе старения в
патогенез болезней, связанных с аномальным
накоплением белковых агрегатов, свидетель�
ствует их преимущественно приобретённый,

спорадический характер и увеличение частоты
возникновения с возрастом [3].

В настоящей работе представлены данные о
том, как поддерживается протеостаз – основы
сворачивания и агрегации белка, защитные ме�
ханизмы против накопления агрегатов, возник�
новение протеинопатий как результат неэффек�
тивности системы поддержания протеостаза и
нескомпенсированной токсичности агрегатов.

Наконец, проанализирована роль проявле�
ний старения в нарушении протеостаза и разви�
тии протеинопатий (рис. 1). Показано, что ста�
рение усугубляет действие стрессов и подавляет
защитные механизмы, что напрямую и через ос�
лабление системы поддержания протеостаза
приводит к увеличению склонности белков к аг�
регации, способствует патогенезу протеинопа�
тий. Изложены возможные вмешательства для
лечения заболеваний, вызванных белковой аг�
регацией, в том числе как основа рассматрива�
ется профилактика старения.

ПРОЦЕСС АГРЕГАЦИИ БЕЛКОВ

В этом разделе рассмотрены основы фол�
динга и агрегации белка, а также причины ток�
сичности агрегатов.

Основы фолдинга, естественная агрегация. В
геноме закодирована конечная пространствен�
ная структура белка (кроме внутренне неупоря�
доченных белков, см. ниже) и путь его достиже�
ния (фолдинг) [4]. Сворачивание многих белков
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Рис. 1. Влияние дисфункции митохондрий, дисбаланса сигнальной системы, изменений генома и эпигенома на потерю
протеостаза проявляется в усугублении действия стрессов (энергетического, окислительного, подавление стресс�ответов),
увеличении склонности белков к агрегации (мутантные формы и перенасыщение белком), нарушении системы поддер�
жания протеостаза (например, аутофагии)
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может быть осуществлено только с участием ша�
перонов [5]. Однако даже в физиологических ус�
ловиях возможны сбои в сворачивании белков,
что, в свою очередь, может привести к их агрега�
ции [6]. Агрегация может возникнуть по ряду
причин.

Во�первых, высокая концентрация макро�
молекул в клетке (макромолекулярный крау�
динг) может привести к взаимодействию между
сворачивающейся аминокислотной цепью и
другими молекулами, а также возникновению
ненативных контактов участков полипептидной
цепи [7].

Во�вторых, агрегация возникает из�за боль�
шого количества неспецифических взаимодей�
ствий подвижных участков полипептидной це�
пи, как правило, не входящих в упорядоченную
вторичную структуру белка [8, 9].

В�третьих, склонность к агрегации проявля�
ют «сложные» белки: многодоменные [9], мемб�
ранные [10], нуждающиеся в посттрансляцион�
ных модификациях для созревания [11].

В�четвёртых, к агрегации могут приводить
невысокие энергетические барьеры между раз�
личными конформационными состояниями по�
липептидной цепи, присущие, в частности,
внутренне неупорядоченным белкам (англ. абб.
IDPs от intrinsically disordered proteins) [12].

Внутренне неупорядоченные белки являют�
ся особыми с точки зрения фолдинга. Само наз�
вание подчёркивает, что неупорядоченность их
структуры является неотъемлемым свойством
этих белков. Фактически структура внутренне
неупорядоченного белка находится в динами�
ческом равновесии между различными конфор�
мерами, разделёнными незначительными энер�
гетическими барьерами. Вследствие этого любое
незначительное изменение внешних условий
может приводить к существенному изменению
энергетической поверхности белка. Это обеспе�
чивает полифункциональность внутренне не�
упорядоченных белков. В эукариотическом про�
теоме более половины белков являются в той
или иной степени неупорядоченными [13]. Мо�
заичная гетерогенная пространственно�времен�
ная организация IDPs способствует склонности
этих белков к агрегации при изменении внеш�
них условий. К внутренне неупорядоченным от�
носится ряд белков, агрегация которых наблю�
дается при нейродегенеративных заболеваниях
(β�амилоид, тау�белок, островковый амилоид�
ный полипептид, α�синуклеин и др.) [14].

Склонность к образованию амилоидных
фибрилл зависит от первичной структуры белка,
однако при определённых условиях практичес�
ки все белки могут переходить в форму амило�
идных фибрилл [15, 16].

Внешние и внутренние стрессы, приводящие к
агрегации. Генотоксический и протеотоксичес�
кий стрессы нарушают процессы транскрипции
и трансляции, а также сворачивания белка; они
могут присутствовать в острой и хронической
формах. Стабильность (растворимость) белка
зависит от кислотности, ионного баланса, окис�
лительно�восстановительного потенциала сре�
ды, температуры, давления, наличия сораство�
рителей [6], присутствия химических токсинов,
таких как тяжёлые металлы, пестициды [17], а
также токсичных метаболитов, побочных про�
дуктов обмена веществ [18]. Кроме того, сами
агрегаты стимулируют вторичную и последую�
щую агрегации, что обусловлено выгодностью
взаимодействия между экспонированными гид�
рофобными участками неправильно свёрнутых
белков и высокой конформационной стабиль�
ностью белковых агрегатов.

Молекулярные механизмы токсичности белH
ковых агрегатов. Существуют две основные ста�
бильные формы белковых агрегатов: аморфные
агрегаты и амилоидные фибриллы. Несмотря на
то, что аморфные агрегаты зачастую богаты β�
листами, они не имеют высокой упорядочен�
ности и реже ассоциированы с заболеваниями.
Примером такой болезни может являться ката�
ракта, при которой образуются аморфные агре�
гаты α�кристаллина (принадлежит к семейству
малых шаперонов [19]). Как правило, формиро�
вание аморфных агрегатов является очень быст�
рым процессом.

Амилоидные фибриллы имеют упорядо�
ченную β�структуру, в которой параллельные
или антипараллельные β�нити сориентирова�
ны перпендикулярно оси агрегата. Кинетика
спонтанного процесса фибриллообразования,
как правило, описывается сигмоидальной кри�
вой, где начальный период соответствует мед�
ленному процессу нуклеации, затем следует
фаза экспоненциального роста фибрилл (элон�
гации), завершающаяся фазой равновесия. Не�
которые амилоидные фибриллы обладают
функцией в клетке, например, премеланосом�
ный белок PMEL17 работает как шаблон для
полимеризации меланина. Однако в большин�
стве случаев амилоиды токсичны для клетки.
При этом совокупность данных свидетельству�
ет о том, что растворимые протофибриллярные
промежуточные агрегаты существенно более
токсичны по сравнению со зрелыми фибрилла�
ми [3].

Можно выделить следующие основные при�
чины токсичности агрегатов:

1. Ингибирование функциональности белка
при агрегации через уменьшение числа его ак�
тивных единиц в клетке.
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2. Ингибирование активности белков при их
включении в состав агрегатов (факторы тран�
скрипции [20], шапероны [5], элементы протеа�
сом [21], факторы ядерно�цитоплазматического
транспорта [20]). Белки, склонные к связыва�
нию с агрегатами, как правило, метастабильны,
содержат внутренне неупорядоченные области
(домены с низкой сложностью аминокислотной
последовательности) [22]. Также коагрегации
способствует подобие первичных структур
участвующих в ней белков. При этом опасность
представляют не только «аморфные» агрегиро�
ванные тела, но и структурированные фибрил�
лы [10].

3. Нарушение целостности мембран (поро�
образование растворимыми олигомерами [23],
деформация или пронизывание фибриллами
[24]), особенно критичное для митохондрий
(приводящее к нарушению их функций при взаи�
модействии с мутантными белками гентингти�
ном, SOD1, β�амилоидом, α�синуклеином, пар�
кином, DJ�1, PINK1 [25]) и плазматической
мембраны нейронов.

Ослабление системы поддержания протеос�
таза способствует дальнейшему усилению агре�
гации (автокатализ), которое может привести к
одновременному появлению двух разных проте�
инопатий, таких как болезнь Альцгеймера и бо�
ковой амиотрофический склероз или болезнь
Паркинсона [26]. Наиболее выраженная роль
белковой агрегации в старении проявляется в её
ассоциации с клеточной дегенерацией, приво�
дящей к возрастным заболеваниям [3]. Ключе�
вые примеры таких болезней, поражающих
центральную нервную систему, кратко описаны
в справке «Протеинопатии».

СИСТЕМА ПОДДЕРЖАНИЯ ПРОТЕОСТАЗА
И ЕЁ ОСЛАБЛЕНИЕ ПРИ СТАРЕНИИ

Стрессы и природная предрасположенность
белков к агрегации приводят к неправильному
фолдингу или их (частичному) разворачиванию
и образованию токсичных агрегатов. В данном
разделе рассмотрены защитные механизмы,
препятствующие появлению и накоплению аг�
регатов.

Система поддержания протеостаза в клетке
человека включает в себя около 2 000 белков
[27]. Шапероны участвуют в сворачивании
вновь синтезируемых белков и в поддержании
их нативных конформаций, в предотвращении
неправильного сворачивания (в том числе при
транспортировке) и агрегации, осуществлении
дезагрегации (разборки), контролируемого раз�
ворачивания неправильно свёрнутых молекул

белка и их последующего исправления (рефол�
динга), а также способствуют распознаванию
протеолитическими системами неправильно
свернутых белков, помогают поддерживать бел�
ки в пригодном к деградации состоянии [5].

Протеазы, убиквитин�протеасомная систе�
ма и аутофагия осуществляют регулируемую
деградацию неверно свёрнутых белков и агрега�
тов. Протеолитическая система также контро�
лирует время функционирования белка, абсо�
лютную и относительную концентрации бел�
ков�компонентов комплексов, обеспечивая осу�
ществление всех основных клеточных функ�
ций [28].

Только согласованное функционирование
всех систем протеостаза эффективно предотвра�
щает накопление неправильно свёрнутых бел�
ков и токсичных агрегатов. Например, несмотря
на наличие системы шаперонов, от 5 до 30%
всех вновь синтезированных белков не сворачи�
ваются должным образом, имеют склонность к
агрегации и должны быть направлены на немед�
ленную деградацию [27].

Увеличение, даже незначительное, по срав�
нению с физиологической нормой агрегацион�
ной способности белка и/или его внутриклеточ�
ной концентрации ведёт к агрегации [29]. Сис�
тема контроля качества протеостаза, настроен�
ная на норму для каждого белка, способна сдер�
живать снижение растворимости лишь до опре�
деленного предела. Было обнаружено, что белки
с высоким уровнем экспрессии вносят основ�
ной вклад в общую агрегацию белков при дости�
жении ими критической концентрации. Этот
эффект называется перенасыщением белком
(supersaturation) [30]. Подавление производства
патологического, склонного к агрегации белка,
приводит к разрушению накопившихся агрега�
тов и снимает симптомы заболевания [31].

Система шаперонов как основа системы подH
держания протеостаза. Протеотоксические
стрессы приводят к появлению ненативных
конформаций белков. При недостаточности
системы поддержания протеостаза HSF1 (тран�
скрипционный фактор белков теплового шока)
освобождается от ингибирующей связи с шапе�
ронами [32] и запускает синтез новых шаперо�
нов, обеспечивая стресс�ответ.

Цитозольный ответ на протеотоксический
стресс выполняют ATP�зависимые шапероны
HSP70 (с кошаперонами HSP40, HSP110),
HSP90, шаперонин TRiC/CCT (ассистирует
сворачиванию 10% протеома). Подавление агре�
гации происходит через связывание шаперонов
со склонными к агрегации конформациями, де�
загрегацию, рефолдинг или деградацию. Уже
сформировавшиеся агрегаты могут быть экра�
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нированы шаперонами, что блокирует вредные
взаимодействия, позволяет удалить такие агре�
гаты через разборку или аутофагию [33].

При старении в клетке происходит измене�
ние профиля экспрессии шаперонов. Подавля�
ется экспрессия ATP�зависимых шаперонов,
повышается экспрессия ATP�независимых ма�
лых шаперонов sHSP, что позволяет поддержи�
вать протеостаз при недостатке энергии [34]. В
результате токсичные растворимые олигомеры
не идут на разборку или рефолдинг, вместо это�
го запускается контролируемая агрегация. Ма�
лые шапероны объединяют агрегаты в тельца
включения (содержат аморфные или амилоид�
ные агрегаты), уменьшая реакционную поверх�
ность агрегатов, сокращая таким образом требу�
емое число связанных шаперонов [35]. Соответ�
ственно, гиперэкспрессия малого шаперона
HSP�16 может приводить к увеличению продол�
жительности жизни (у нематод [36]).

При транспортировке белка в определен�
ный субклеточный компартмент цитозольные
шапероны предотвращают преждевременное
сворачивание белка. Шапероны защищают
трансмембранные гидрофобные области мемб�
ранных белков от водной среды и обеспечивают
прохождение через мембраны органелл. Шапе�
роны присутствуют в эндоплазматическом рети�
кулуме (ЭПР) (например, шаперон GRP78 [37]),
в митохондриях (например, HSP60 [38]), где
способствуют функциональному рефолдингу в
месте назначения. Органельные шапероны так�
же участвуют в нейтрализации цитозольных аг�
регатов. При тепловом стрессе определённые
неправильно свёрнутые белки, не имеющие ми�
тохондриальной сигнальной последовательнос�
ти, с помощью HSP104 направляются в митохон�
дрии [39]. Более того, шапероны органелл игра�
ют критическую роль в обеспечении асиммет�
ричности деления в дрожжах [40] и стволовых
клетках [41], способствующей уменьшению ко�
личества агрегатов в дочерней или стволовой
клетке соответственно.

Отдельный набор шаперонов действует для
поддержания функциональных конформаций
секретируемого протеома во внеклеточном
пространстве (внеклеточная система контроля
качества). Наличие такого стресс�ответа осо�
бенно важно при прионном течении болезни
(см. справку «Протеинопатии»), поскольку он
способствует поглощению клеткой неверно
свёрнутых или агрегированных белков (в том
числе прионных) для дальнейшей деграда�
ции [42].

Необходимо также упомянуть о существова�
нии шаперонов�изомераз, обеспечивающих пра�
вильное сворачивание и стабильность белков че�

рез изомеризацию пролиновых остатков и обра�
зование дисульфидных связей [43]. Поскольку
активность серин/треонин�специфических про�
теинкиназ сильно зависит от изомера пролина,
пептидил�пролил�цис/транс�изомераза Pin1 иг�
рает важную роль в контролировании многих
процессов, включая стресс� и иммунный ответ,
клеточное развитие и рост, реакцию, дифферен�
цировку и выживание нейронов [44].

Система шаперонов способна ингибировать
агрегацию белков, определяющих патологию
нейродегенеративных заболеваний [3]. У мутант�
ных мышей с пониженным уровнем белков
теплового шока наблюдается ускоренное старе�
ние, а в долгоживущих линиях наблюдается вы�
сокая активность шаперонов [45]. Активация
транскрипционного фактора теплового шока
HSF1, сверхэкспрессия шаперонов или приме�
нение фармакологических шаперонов способ�
ствуют увеличению продолжительности жиз�
ни [46].

Эндоплазматический стресс и ответ на неH
свёрнутые белки: ингибирование трансляции. Эн�
доплазматический ретикулум обеспечивает син�
тез, сворачивание и процессирование около
трети от общего числа белков. В случае длитель�
ного и неисправляемого аномального фолдинга
белков возникает ЭПР�стресс, на который акти�
вируется ответ на несвёрнутые белки (англ. абб.
UPR от unfolded protein response). UPR реализу�
ется в трех направлениях. Во�первых, временно
останавливается трансляция белков, характер�
ных для бесстрессового режима, что уменьшает
производство дефектных белков, снижает на�
грузку на шапероны и системы деградации.
Во�вторых, увеличивается производство шапе�
ронов, запускается протеасомная деградация.
В�третьих, при отсутствии снижения количест�
ва агрегатов в течение определённого времени
UPR может вызвать апоптоз, потерю дифферен�
цировки (дедифференцировку; показано для
секретирующих клеток), пироптоз, некроп�
тоз [37].

Нужно отметить, что временное снижение
уровня трансляции является ключевым спосо�
бом поддержания протеостаза и противодей�
ствия старению в целом [2]. Например, для
уменьшения количества агрегатов с возрастом
происходит адаптационное ингибирование
трансляции (у нематод [47]). Изменение окис�
лительно�восстановительного потенциала, дис�
функция шаперонов�изомераз в ЭПР нарушают
образование дисульфидных связей, подавляют
UPR, приводят к накоплению неправильно
свёрнутых белков и агрегации [37]. Устойчивая
сверхактивация UPR (наблюдается при старе�
нии, избыточности питания и малой активности
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организма) играет роль в развитии заболеваний.
При хроническом подавлении трансляции про�
исходит гибель нейронов из�за потери крити�
ческих белков и активации апоптоза. Ингиби�
рование UPR может стать средством лечения
болезней Крейтцфельдта–Якоба, Альцгеймера,
Паркинсона и Гентингтона [48].

СтрессHгранулы. Защита от протеотоксич�
ности через подавление трансляции может осу�
ществляться независимо от шаперонов при об�
разовании стресс�гранул. Стресс�гранулы
представляют собой цитоплазматические не�
мембранные компартменты, появляющиеся в
клетке в ответ на стресс и распадающиеся после
перехода клетки в нормальное состояние. Ос�
новная функция этих RNP (RNA/protein)
структур состоит в регулировании стресс�ответа
клетки и предотвращении повреждения генети�
ческого материала в неблагоприятных услови�
ях. Регуляция состава и свойств стресс�гранул
обеспечивается посттрансляционными моди�
фикациями каркасных белков этих образова�
ний, изменением pH, концентрации солей,
температуры окружающей среды и другими
факторами. Стрессовое воздействие на клетку
вызывает арест трансляции и диссоциацию по�
лирибосомального комплекса. Согласно совре�
менным представлениям, диссоциация поли�
рибосомы и не успевшей подвергнуться транс�
ляции мРНК параллельно сопровождается пе�
реходом каркасных внутренне неупорядочен�
ных белков стресс�гранул в жидкокапельную
фазу с последующим привлечением свободной
мРНК и других компонентов этих немембран�
ных органелл.

Ряд нейродегенеративных заболеваний, в
том числе боковой амиотрофический склероз,
сопровождается деградацией стресс�гранул
вследствие включения в их состав мутантных
форм белков FUS, TDP�43, hNRNPA1 с после�
дующим образованием этими белками амилои�
доподобных фибрилл. Образуемые мутантными
белками стресс�гранул амилоидоподобные фиб�
риллы токсичны для клеток, однако конкрет�
ный механизм их действия неизвестен. Транс�
формация стресс�гранул в амилоидные фибрил�
лы при нейродегенеративных заболеваниях мо�
жет быть обусловлена включением в состав
стресс�гранул мутантных белков FUS, TDP�43,
hNRNPA1 и TIA�1. Нарушение деградации
стресс�гранул также может привести к форми�
рованию в клетке упорядоченных амилоидных
фибрилл [49].

Протеолитические системы как последняя
стадия UPR. Несмотря на согласованную работу
шаперонов и других защитных механизмов,
из�за естественных причин и наличия протео�

токсических стрессов появляются неверно свер�
нутые белки и агрегаты, которые должны быть
подвержены избирательной деградации. Рас�
смотрим роль убиквитин�протеасомной и ауто�
фаго�лизосомальной систем в патогенезе проте�
инопатий.

Убиквитин�протеасомная система (англ.
абб. UPS от ubiquitin�proteasome system) состоит
из системы маркировки подлежащих деграда�
ции белков убиквитином и протеасом, больших
белковых комплексов, содержащих разрезаю�
щие субстрат протеазы [28]. Синхронизирован�
ная сборка протеасом является шаперон�зави�
симой. Протеасомы деградируют белки, экспор�
тируемые из ЭПР, и цитозольные белки [37].
При этом деградация возможна только для раст�
воримой формы белков, для чего требуются ша�
пероны. С другой стороны, компоненты убик�
витиновой системы имеют шаперонные функ�
ции [50]. Таким образом, шаперонная система и
UPS взаимозависимы.

Количество протеасомных субъединиц уве�
личивается с возрастом, что, по�видимому, от�
ражает попытку организма удалить аберрантные
белки и компенсировать сниженную при старе�
нии активность протеасом [51]. Решающая роль
UPS в протеинопатиях подтверждается повы�
шением токсичности агрегатов белков при ин�
гибировании протеасом [52]. Усиление экспрес�
сии компонентов убиквитин�протеасомной
системы и ингибирование деубиквитилаз повы�
шает устойчивость к протеотоксическому стрес�
су, продлевает срок жизни дрожжей, нематод и
клеток человека [51].

Нерастворимые агрегаты могут быть под�
вергнуты деградации с помощью аутофаго�ли�
зосомальной системы. Аутофагия заключается в
деградации субстрата, попадающего в лизосому
напрямую (микроаутофагия), с помощью шапе�
ронов (шаперон�опосредованная и шаперон�
управляемая аутофагия) или при слиянии ауто�
фагосом и лизосом (макроаутофагия). Также су�
ществует эндосомная микроаутофагия, которая
осуществляется в поздних эндосомах [3].

Процесс макроаутофагии, позволяющий
деградировать большие агрегаты и целые орга�
неллы (митохондрии, пероксисомы), происхо�
дит в несколько этапов. Белки, кодируемые ге�
нами, связанными с аутофагией (англ. абб. ATG
от autophagy�related genes), в частности бек�
лин�1, координируют образование и функцио�
нирование фагофора – места сбора субстратов
для деградации. Белки SQSTM1/p62, NBR1 за�
хватывают и заносят в фагофор убиквитиниро�
ванный субстрат, фагофор закрывается, образуя
аутофагосому. Далее она сливается с плазмати�
ческой мембраной (для выброса содержимого во

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  3  2021

329



ИЛЬИНСКИЙ и др.

внеклеточную среду, нетрадиционный путь сек�
реции белков) или с лизосомой (для деградации
субстратов). Эффективность расщепления зави�
сит от количества и функциональности лизо�
сом. Синтез лизирующих ферментов и мемб�
ранных белков лизосомы контролируется тран�
скрипционным фактором TFEB, для эффектив�
ной работы ферментов внутри лизосомы под�
держивается pH 4,5–5,0 (ATP�зависимый меха�
низм) [53]. Кроме описанной селективной мак�
роаутофагии существует неизбирательный зах�
ват части цитоплазмы с последующим расщеп�
лением [54], как происходит, например, при
клеточной смерти через аутофагию.

В целом, лизосомы поддерживают правиль�
ное функционирование многих клеточных про�
цессов через перераспределение внутренних ре�
зервов аминокислот, ионов, вносят критический
вклад в старение [54]. Возрастное снижение эф�
фективности аутофагии (подавление экспрессии
генов, связанных с аутофагией, неэффективная
митофагия при мутантном белке паркине, заще�
лачивание лизосом и их загрузка липофусци�
ном) определяет развитие протеинопатий [51].
Активация аутофагии (гиперэкспрессия тран�
скрипционного фактора TFEB [55], усиление
шаперон�опосредованной аутофагии [56], при�
менение рапамицина, ограничение калорий
[57]) является одним из способов борьбы с про�
теинопатиями.

Таким образом, шаперонная, убиквитин�
протеасомная и аутофаго�лизосомальная систе�
мы взаимосвязаны и образуют целостную систе�
му поддержания протеостаза.

Деление клеток как механизм уменьшения
концентрации агрегатов. Долгоживущие клетки,
такие как нейроны, наиболее уязвимы к протеи�
нопатиям [3]. Нарушение описанных выше ме�
ханизмов защиты протеостаза в этих клетках не
компенсируется уменьшением концентрации
агрегатов (или склонных к агрегации белков)
при делении, как это происходит в митотичес�
ких клетках. Восстанавливать функции клеток
головного мозга помогают стволовые клетки,
известные особой устойчивостью протеостаза.
Например, в стволовых клетках пациентов с
атаксией третьего типа не обнаружены полиглу�
таминовые (polyQ) агрегаты, в отличие от других
клеток [16]. Это происходит благодаря высокой
эффективности системы поддержания протеос�
таза (например, протеасомная активность [58],
эффективная сборка комплекса шаперонина
TRiC/CCT [59]). Уникальными защитными ме�
ханизмами стволовых клеток являются возмож�
ность существования в неактивном (quiescent)
состоянии с низким уровнем метаболизма,
асимметричное разделение агрегатов белков

между стволовой и дочерней клеткой, предназ�
наченной для дифференцировки [41].

Асимметричность деления достигается при
согласованном действии цитоскелета (центро�
сомы, актиновых, промежуточных, септиновых
филаментов), мембраны клетки и органелл (яд�
ра, лизосомы, ЭПР, митохондрий), создающих
диффузионные барьеры, локальные каркасы
для заякоривания шаперонами агрегатов и те�
лец включения, их направленного транспорта в
одну из клеток [40].

Деление клеток и асимметричность деления
стволовых клеток, прогениторных клеток при
образовании долгоживущих, постмитотических
клеток являются важными механизмами защи�
ты от накопления агрегатов белков и поддержа�
ния гомеостаза в целом.

СПРАВКА. ПРОТЕИНОПАТИИ:
ТОКСИЧНОСТЬ АГРЕГАТОВ

И НЕДОСТАТОЧНОСТЬ СИСТЕМЫ
ПОДДЕРЖАНИЯ ПРОТЕОСТАЗА

В данном разделе рассмотрены распростра�
нённые нейродегенеративные заболевания, воз�
никающие из�за токсичности агрегатов опреде�
лённых белков (см. подробный обзор [60]).

Болезнь Альцгеймера является наиболее
распространённым хроническим нейродегене�
ративным заболеванием, симптомы которого
включают потерю памяти и деменцию. Насле�
дуемые формы заболевания (которые составля�
ют ~5% случаев) вызываются мутациями в бел�
ке�предшественнике амилоида (APP), пресени�
линах 1 и 2. Полиморфизм генов, таких как ва�
рианты ε4 и ε2 гена APOE, могут влиять на пред�
расположенность к спорадической болезни
Альцгеймера (обнаружены в ~50% случаев). Эти
четыре гена ответственны за 30–50% наслед�
ственных случаев болезни. Аутосомно�доминант�
ная форма болезни Альцгеймера очень редка
(<1%). Физиологически заболевание характе�
ризуется амилоидными отложениями в виде се�
нильных бляшек бета�амилоида (пептидов
Aβ40 и Aβ42, дефектных продуктов разрезания
APP) в нейритах и сосудах головного мозга.
Другим маркёром болезни Альцгеймера являет�
ся наличие нейрофибриллярных клубков из
гиперфосфорилированных тау�белков в ней�
ронных и глиальных клетках. Бета�амилоид
подавляет мембранные функции (активность
глутаматного NMDA�рецептора,  функциони�
рование митохондрий, гомеостаз кальция), ак�
тивирует NADPH�оксидазу. Ингибирование
NADPH�оксидазы защищает астроциты и ней�
роны [61].
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Болезнь Паркинсона является вторым наи�
более распространённым нейродегенеративным
заболеванием, характеризуется двигательной
дисфункцией и, во многих случаях, деменцией и
депрессией. Основным белком, формирующим
характерные для этой болезни аномальные ами�
лоидные фибриллы (тельца Леви), является
α�синуклеин. Для наследственных форм этой
болезни характерны мутации белков паркин,
LRRK2, PINK1, DJ�1 и ATP13A2. Олигомерный
α�синуклеин действует через повреждение
мембранных функций (стабильное увеличение
проницаемости, приводящее к выбросу ионов
кальция) [62], изоляцию агрегатами важных бел�
ков (например, компонентов протеасомы [63]).

Болезнь Гентингтона – это наследственное
нейродегенеративное заболевание, характеризу�
ющееся деменцией, двигательными и психичес�
кими расстройствами. Вызывается увеличен�
ным числом повторов CAG в ДНК, приводящих
к образованию удлинённого полиглутаминового
домена на N�конце белка гентингтина, что оп�
ределяет образование стабильных амилоидных
агрегатов. Фрагменты гентингтина нарушают
митохондриальный транспорт, усиливают окис�
лительный и энергетический стрессы [64], нару�
шают функции ключевых элементов внутрикле�
точной сигнализации и системы поддержания
протеостаза [20].

Боковой амиотрофический склероз харак�
теризуется двигательными нарушениями. Воз�
никает при мутациях в SOD1, гене каркасных
белков стресс�гранул TDP�43 (TARDBP), FUS,
амплификации гексануклеотидного повтора в
последовательности гена C9orf72 [60]. В резуль�
тате накапливаются агрегаты из SOD1, затвер�
девших стресс�гранул, нарушающих функцио�
нальность ядерной, митохондриальной мембран
[25], подавляющих протеасомную актив�
ность [21].

Прионные болезни вызываются накоплени�
ем и амилоидной агрегацией аномальных изо�
форм прионного белка (PrP), возникающих
внутри клетки либо попадающих извне (2% ин�
фекционных случаев для трансмиссивных губ�
чатых энцефалопатий) [60]. Прионоподобное
распространение агрегатов в мозге вносит вклад
в патогенез болезней Альцгеймера, Паркинсо�
на, Гентингтона [65].

ВОЗРАСТНЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ
КАК ПРИЧИНА УСИЛЕНИЯ

НАРУШЕНИЙ ПРОТЕОСТАЗА

В данном разделе рассмотрена роль процес�
сов естественного старения в повреждении бел�

ков и нарушении системы поддержания протео�
стаза.

Нефункциональные митохондрии: гормезис,
окислительный и энергетический стрессы, митоH
хондриальноHлизосомальная ось. Митохондрии
являются ключевыми регуляторами выживания,
старения и смерти клеток [25]. При старении у
пациентов с болезнями Альцгеймера и Паркин�
сона наблюдается накопление делеций и точеч�
ных мутаций в митохондриальной ДНК (из�за
ошибок репликации и окислительного повреж�
дения), изменение морфологии митохондрий,
дисбаланс в работе электрон�транспортной це�
пи (англ. абб. ETC от electron transport chain),
ATP�синтазы, разобщающих и антиоксидант�
ных белков. В результате снижается митохонд�
риальный потенциал, производство ATP, гене�
рируются активные формы кислорода (АФК), в
том числе и в ответ на окислительный стресс [2].
Болезни Альцгеймера, Паркинсона, Гентингто�
на, боковой амиотрофический склероз характе�
ризуются снижением активности комплексов
ETC. Дисфункция митохондрий усиливается
из�за возрастного нарушения циклов слияния и
деления митохондрий [66], что приводит к уве�
личению их массы и размера [67], блокирует от�
щепление повреждённых частей митохондрий,
нарушая процесс митофагии [68]. Механизмы,
по которым дисфункция митохондрий приво�
дит к нарушению протеостаза, показаны на
рис. 2.

Мягкий окислительный стресс: гормезис, ак�
тивация HSF1. Митохондрии являются одним
из основных источников активных форм кисло�
рода, которые в низких концентрациях выпол�
няют сигнальную функцию, направленную в
первую очередь на восстановление энергетики
клетки и активацию стрессовых защитных отве�
тов (эффект гормезиса). Такой мягкий окисли�
тельный стресс в том числе вызывает ремодели�
рование хроматина, активацию HSF1 и митохон�
дриального ответа на неправильно свёрнутые
белки, восстанавливает протеостаз и повышает
продолжительность жизни (показано на нема�
тодах [69]).

Нефункциональные митохондрии подавляют
аутофагию, подчёркивая тем самым наличие ми�
тохондриально�лизосомальной оси. Нарушение
работы комплекса I ETC ослабляет эффектив�
ность макроаутофагии из�за энергетического
стресса [70]. Нефункциональные митохондрии
могут блокировать работу лизосом, заполняя их
липофусцином, который образуется в результате
реакции железа Fe(II) и перекиси водорода.
Возникающие при этом АФК способствуют по�
явлению сшивок в белках (особенно гликопро�
теинах, конечных продуктах гликирования),
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жирных кислотах мембран митохондрии и лизо�
сомы [71]. Нарушение лизосомальной актив�
ности препятствует дальнейшей митофагии и
обновлению митохондрий. Восстановление ра�
боты лизосом может способствовать нормализа�
ции функционирования митохондрий (через
эффективную митофагию), восстановлению
протеостаза и обращению процесса старения
отдельной клетки. Так проявляется необходи�
мость согласованной работы митохондрий и ли�
зосом [72].

Энергетический и острый окислительный
стрессы: повреждение ДНК и вредные посттранс�
ляционные модификации белков. Митохондриаль�
ная дисфункция усугубляет окислительный
стресс, вызывающий повреждения ДНК и бел�
ков. Одновременный дефицит ATP приводит к
недостаточности репарации ДНК и работы
ATP�зависимых шаперонов.

Окислительное повреждение ДНК затраги�
вает в основном промоторы генов и теломеры
(см. раздел «Теломеры и теломераза»), которые
по своей нуклеотидной последовательности бо�
лее чувствительны к окислительному стрессу
(богаты гуанином) и мало способны к восста�
новлению (не подвергаются транскрипции,
сопровождающейся репарацией, или закрыты
от репарации в шелтерине соответственно). За
счёт такой запрограммированной уязвимости к
окислению снижается экспрессия генов, под�
держивающих синаптическую пластичность, ве�
зикулярный транспорт и митохондриальную
функцию, одновременно повышается экспрес�

сия генов стресс�ответа, антиоксидантной за�
щиты и репарации ДНК [25]. Повреждения
ДНК и митохондрий усугубляются при недоста�
точности компенсаторных механизмов, что
приводит к формированию положительной об�
ратной связи, гибели клеток и воспалительным
процессам [73].

Ковалентные модификации аминокислот в
белках меняют поверхностный заряд и тополо�
гию, что может приводить к неверному сворачи�
ванию полипептидных цепей или (частичному)
разворачиванию уже свёрнутых белков. Окис�
лительный стресс усиливает фосфорилирование
тау�белка, сшивку гликопротеинов. Наиболь�
ший урон протеостазу наносят модификации
шаперонов, которые особенно чувствительны к
АФК. Усиление работы антиоксидантных фер�
ментов снижает окислительный стресс и агрега�
цию белков [74].

Нарушение импорта белков. В митохондриях
с пониженным потенциалом (один из призна�
ков старения) нарушается система митохондри�
ального импорта. В результате в цитозоле про�
исходит накопление и агрегация белков, пред�
назначавшихся для митохондрии [75]. При этом
также не может осуществляться защитная функ�
ция митохондрий по деградации неправильно
свёрнутых цитозольных белков [39]. Некоторые
агрегирующие белки, например, мутантный
гентингтин, могут встраиваться во внешнюю
мембрану митохондрии и мешать импорту белка
[64]. Это создаёт положительную обратную
связь, усугубляющую нарушения протеостаза.

Нефункциональные митохондрии препят�
ствуют асимметричному разделению агрегатов.
Митохондрии заякоривают на себе агрегаты (с
помощью HSP104), обеспечивая их несиммет�
ричное распределение между материнской и до�
черней клетками (показано на дрожжах [40]),
что нарушается при старении из�за изменения
морфологии митохондрий. На культивируемых
клетках млекопитающих было показано, что
митохондрии связаны с агресомами (специфи�
ческий вид контролируемой агрегации неверно
свёрнутых белков для аутофагосомной деграда�
ции, возникающий при загруженности убикви�
тин�протеасомной системы), которые неравно�
мерно распределяются во время митоза. Белки,
которые образуют агрегаты при некоторых деге�
неративных заболеваниях, также связаны с
мембраной митохондрий. Хотя эта связь потен�
циально может помочь ограничить распростра�
нение болезнетворных белков, она способствует
дисфункции митохондрий [41].

Дисбаланс сигнальной системы. При сбалан�
сированном метаболизме происходит периоди�
ческое чередование режимов анаболизма и ката�
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Рис. 2. Дисфункция митохондрий нарушает протеостаз.
Умеренный синтез АФК митохондриями приводит к адап�
тивному стресс�ответу (эффект гормезиса). Избыточный
синтез АФК (окислительный стресс) способствует повреж�
дению белков, в том числе защитной системы. Снижение
синтеза ATP (энергетический стресс) нарушает работу
энергозависимой системы поддержания протеостаза. На�
рушения импорта приводят к агрегации митохондриаль�
ных белков в цитозоле, недоступности митохондрии как
вспомогательного места деградации цитозольных агрега�
тов. Снижение токсичности агрегатов путём разбавления и
асимметричного распределения при делении клетки также
ослабляется дисфункцией митохондрий
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болизма, контролируемое переключением меж�
ду mTORC1 (у млекопитающих, далее для крат�
кости mTOR) и AMPK (рис. 3). Периодическая
активация катаболических процессов критичес�
ки важна для всех неспособных к неограничен�
ному росту многоклеточных организмов, не
имеющих возможности для всех клеток снижать
количество агрегатов и других нарушений путём
деления [76]. При старении из�за хронического
избытка питания и низкого использования
энергии человеком нарушается периодичность
переключения катаболизм–анаболизм, пони�
жается чувствительность сенсоров энергии
(AMPK, SIRT1) и питательных веществ (mTOR,
IR/IGFR (рецепторов инсулина и инсулинопо�
добных факторов роста)). Синтез сложных со�
единений и рост клетки происходят при подав�
лении стресс�ответов, что приводит ко множе�
ству клеточных дефектов. Рассмотрим, как пов�
реждения метаболизма нарушают протеостаз
(рис. 3).

Сигнальный путь инсулина и инсулиноподобно�
го фактора роста 1 (анаболизм) нарушает про�
теостаз. Каскад инсулина и инсулиноподобных
лигандов (англ. абб. IIS от insulin/insulin�like sig�
naling) состоит из рецептора IGF�1 (DAF�2 у не�
матод), PI3K (AGE�1) и Akt�белков, консерва�
тивен от червей к человеку, ускоряет старение,
снижает устойчивость к стрессу и способность
поддержания протеостаза (рис. 3). Эффект сиг�
нального каскада определяется инактивацией
факторов транскрипции FOXO (DAF�16, конт�
ролирующего синтез белков, управляющего
продолжительностью жизни клеток, в том числе
стресс�ответом), HSF1 (синтез шаперонов),
NRF2 (SKN�1, синтез антиоксидантных бел�
ков), митохондриальной функции теломеразы
TERT (см. раздел «Теломеры и теломераза»).
Нарушение протеостаза определяется также
тем, что IIS активирует mTOR (см. ниже) [2].

Ограничение калорий, активация AMPK и
SIRT1 (переход на катаболизм) способствуют
поддержанию протеостаза. Ограничение рацио�
на питания (сокращение потребления пищи без
недоедания) является наиболее действенным
вмешательством для увеличения продолжитель�
ности жизни и задержки возрастной дисфунк�
ции в организмах от дрожжей до млекопитаю�
щих. Ограничение калорий напрямую и через
AMPK и SIRT1 ингибирует mTOR. AMPK (че�
рез отношение AMP/ATP) и SIRT1 (через отно�
шение NAD+/NADH) детектируют низкоэнер�
гетическое состояние клетки, являются взаимо�
активируемыми. SIRT1 активирует факторы
транскрипции стресс�ответа FOXO (DAF�16 у
нематод), HSF1 и NRF2 (через PGC�1α). AMPK
(через ингибирование mTOR и активацию

ULK1) и SIRT1 (активируя AMPK, через взаи�
модействие c PGC�1α/TFEB) активируют ауто�
фагию. Возрастное снижение чувствительности
AMPK и SIRT1 способствует дисрегуляции ауто�
фагии [2].

Подавление анаболических процессов (через
ингибирование mTOR) даёт возможность проте�
канию катаболических процессов (протеасомной
и лизосомной деградации). Сенсор достаточности
уровня аминокислот mTOR запускает трансля�
цию, на транскрипционном уровне усиливает
биосинтез нуклеиновых кислот, липидов, окис�
лительное фосфорилирование и гликолиз. С
другой стороны, mTOR подавляет деградацию
белков, органелл и других компонентов клетки
(ингибируя TFEB, ULK1). Активность mTOR
увеличивается в процессе старения, в том числе
из�за хронической избыточности питания при
малой активности организма. Длительная акти�
вация анаболических систем может приводить к
хроническим эндоплазматическому и окисли�
тельному стрессам, развитию нейродегенерации
и возрастного ожирения. Клетка может проти�
водействовать стрессам за счёт включения отве�
та на несвёрнутые белки. Блокирование избы�
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Рис. 3. Дисбаланс сигнальной системы приводит к нару�
шению протеостаза. Сигнальный каскад инсулина и инсу�
линоподобных факторов, действуя через ряд звеньев, в том
числе IR/IGFR (рецепторы инсулина и инсулиноподоб�
ных факторов роста), киназу Akt, активирует mTOR (пере�
водит клетку в режим анаболизма). Киназа Akt подавляет
факторы стресс�ответа (FOXO, NRF2, HSF1, митохондри�
альную функцию теломеразы (mtTERT)). SIRT1, AMPK,
детектируя недостаток энергии, определяют переключение
метаболизма на катаболизм (ингибируют mTOR), в том
числе активируя аутофагию (ULK1, TFEB). Деацетилаза
SIRT1 активирует фактор биогенеза митохондрии
(PGC�1α) и факторы стресс�ответа (FOXO, HSF1)
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точных анаболических сигналов может быть ре�
ализовано в подавлении IIS (отрицательная об�
ратная связь), что может приводить к инсулино�
резистентности и развитию диабета 2 типа [77].
В результате инсулинорезистентности может
возникнуть гиперинсулинемия, усиливающая
окислительный стресс и накопление окислен�
ных белков [78].

Таким образом, подавление mTOR является
важным терапевтическим вмешательством для
поддержания протеостаза и продления жизни.
Рассмотрим возможности сохранения протео�
стаза через воздействия на метаболическую сиг�
нальную систему клетки.

Активация стресс�ответа независимо от
mTOR. Активация транскрипционных факторов
FOXO через ингибирование IIS (Akt не фосфо�
рилирует FOXO) и усиление работы SIRT1 (де�
ацетилирует FOXO) индуцирует стресс�ответ, в
том числе активирует протеасомную деграда�
цию. Активация сиртуинов может быть достиг�
нута добавлением NAD+ (или усилением его
синтеза через добавление никотинамидмоно�
нуклеотида NMN и активацию никотинамид�
фосфорибозилтрансферазы NAMPT), что спо�
собствует сохранению протеостаза (деацетили�
рование HSF1 и снижение уровня карбонилиро�
вания белков), усилению аутофагии и антиокси�
дантной защиты [79]. Другим независимым от
mTOR способом усиления аутофагии является
влияние на сборку фагофора, например, через
подавление сигнального пути инозитола (ис�
пользуя препараты лития и карбамазепин), что

позволяет смягчить симптоматику нейродегене�
ративных заболеваний [80].

Ингибирование mTOR через IIS. При отсут�
ствии сигналов инсулина/IGF1 происходит час�
тичное ингибирование mTOR, подавляется
трансляция, усиливается аутофагия и уменьша�
ется количество агрегатов белков. В результате
возрастные изменения протеома существенно
менее выражены у долгоживущих DAF�2 мутан�
тов C. elegans, дефектных по IIS [2]. Однако не�
достаток ATP может привести к неэффектив�
ности аутофагии, поэтому одновременно усили�
вается контролируемое малыми шаперонами
(ATP�независимыми) образование телец вклю�
чения из префибриллярных олигомеров. Так,
под контролем инсулинового каскада реализу�
ется отказоустойчивый защитный механизм
поддержания протеостаза [35].

Ингибирование mTOR через SIRT1 и AMPK.
При ингибировании хронического анаболизма
и активации катаболизма происходит восста�
новление активности инсулинового каскада,
ликвидация гиперинсулинемии. Снижение
окислительного стресса и активация аутофагии
играют важную роль в восстановлении протеос�
таза. Это обстоятельство позволяет рассматри�
вать применение сенсибилизаторов инсулина в
качестве перспективных стратегий для восста�
новления протеостаза. Было показано, что рес�
вератрол (активатор SIRT1) [81] и метформин
(активатор AMPK, антидиабетическое средство)
обладают нейропротекторными свойства�
ми [82].

Прямое ингибирование mTOR. Ингибирова�
ние mTOR может производиться ограничением
калорий, а также фармакологически, при помо�
щи рапамицина и ряда других веществ. Рапами�
цин показал способность увеличивать продол�
жительность жизни мышей, был применён для
усиления аутофагии в in vivo моделях болезней
Альцгеймера, Паркинсона, Гентингтона и дру�
гих заболеваний. Предпринимаются меры по
снижению побочного действия рапамицина для
возможности его широкого применения [83].

Изменения генома и эпигенома как причина
нарушения протеостаза. ДНК претерпевает изме�
нения с увеличением возраста организма. При
этом происходит нарушение стабильности гено�
ма, изменение эпигенетического профиля ДНК
и укорочение теломер (рис. 4).

Рассмотрим, как изменения генома и эпиге�
нома приводят к нарушению протеостаза.

Генетическая нестабильность: мутации,
приводящие к нарушению протеостаза. Неста�
бильность генома напрямую связана с возраст�
ными протеинопатиями, вызывая наследствен�
ные и приобретённые (в большинстве случаев)
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Рис. 4. Изменения генома и эпигенома как причина нару�
шения протеостаза. Геномная нестабильность увеличивает
склонность белка к агрегации и его общую концентрацию.
Эпигенетические изменения усиливают окислительный
стресс через подавление экспрессии генов ключевых ком�
понентов митохондрий и системы поддержания протео�
стаза, способствуют повышению экспрессии белков,
склонных к агрегации. Укорочение теломер подавляет
фактор биогенеза митохондрий PGC�1α, способствуя
окислительному стрессу
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формы болезней [3]. Система поддержания про�
теостаза способствует исправлению или сглажи�
ванию результатов ошибок даже при наличии
соответствующих мутаций в геноме. Нарушение
защитных механизмов с возрастом объясняет
позднее проявление семейных форм протеино�
патий [1]. Повреждение генома приводит к ус�
коренному старению и ряду возрастных заболе�
ваний [2], хотя не все мутации ДНК определяют
патологическое изменение белка [84].

Данные крупномасштабного секвенирова�
ния указывают на присутствие в человеческой
популяции большого количества однонуклео�
тидных полиморфизмов (точечных замен) (англ.
абб. SNP от single nucleotide polymorphism) в об�
ластях генома, кодирующих белок, которые
должны влиять на его стабильность и сворачива�
ние [85]. Мутации возникают из�за особенностей
химической структуры ДНК, неидеальности и
ослабления процессов репликации, рекомбина�
ции, репарации при старении, длительной экс�
позиции организма генотоксичным стрессовым
факторам [2]. Особенно подвержен мутациям
митохондриальный геном (см. раздел «Нефунк�
циональные митохондрии»). Возрастное увели�
чение числа подвижных элементов генома (рет�
робиом, таких как ретротранспозон LINE�1),
возникающее из�за иммуносенесцентности [2],
также может нарушить структуру генов. 

Нестабильность генома приводит к появле�
нию белков, ассоциированных с нейродегенера�
тивными заболеваниями. Мутации, меняющие
рамку считывания гена (например, PTV – англ.
абб. от protein�truncating variant), приводят к по�
явлению дефектных безостановочных, укоро�
ченных мРНК. Их трансляция приводит к бло�
кировке рибосом полипептидными цепями,
неспособными к сворачиванию, либо к получе�
нию усечённой версии белка с неправильным
сворачиванием [84]. Для противодействия рибо�
сомальному стрессу существует механизм конт�
роля качества рибосом (англ. абб. RQC от ribo�
some quality control), нарушения которого связа�
ны с возрастной нейродегенерацией [86].

Мутации, дестабилизирующие свёрнутое
состояние белка или влияющие на кинетику его
сворачивания, приводят к повышению склон�
ности белков к агрегации [87]. Сайленс�мутации
(при которых замены аминокислоты в синтези�
руемом белке не происходит, меняется лишь нук�
леотидная последовательность) могут также вли�
ять на процесс трансляции и скорость сворачи�
вания [88]. Мутации антикодона тРНК вызыва�
ют замедление трансляции [89]. В результате за�
рождающаяся полипептидная цепь может занять
неверно свёрнутую промежуточную конформа�
цию, ведущую к агрегации белка. Такие метаста�

бильные белки отвлекают на себя компоненты
системы поддержания протеостаза. В результате
появляются белки (мутантные или неправильно
процессированные), приводящие к развитию
нейродегенеративных заболеваний [25].

Зачастую увеличение уровня экспрессии
выше критической концентрации (мутация в
промоторе, амплификация гена), а не наличие
патогенных аминокислотных мотивов, служит
причиной амилоидных заболеваний. Так, трип�
ликация гена α�синуклеина приводит к наслед�
ственной форме болезни Паркинсона [90].

Перспективным способом лечения нейро�
дегенеративных заболеваний, вызванных мута�
циями в отдельных генах, является антисмысло�
вая РНК�интерференция (подавление трансля�
ции мРНК с мутацией) [3]. Ещё одним перспек�
тивным подходом является увеличение внут�
риклеточной концентрации никотинамидаде�
ниндинуклеотида (NAD+), который необходим
для защиты от окислительного стресса и обеспе�
чения репарации ДНК [79].

Эпигенетические изменения как причина на�
рушения протеостаза. Существуют свидетель�
ства об эпигенетическом подавлении с возрас�
том уровня экспрессии фактора транскрипции
NRF2 (антиоксидантная защита) [91], шаперо�
нов (HSP70, что способствует развитию болезни
Паркинсона [92]), белков аутофагии [93], проте�
аз, способных к деградации амилоидов [94],
ключевых компонентов митохондрий, лизосом
и протеасом, что в совокупности способствует
нарушению протеостаза [2]. Также возрастные
эпигенетические изменения приводят к повы�
шению экспрессии белков, склонных к агрега�
ции [95].

Эпигенетическое репрограммирование спо�
собствует восстановлению профиля экспрессии
генов, характерного для молодого организма.
Контролируемая экспрессия факторов Яманаки
достаточна для замедления старения модельных
животных и клеточных культур, в том числе для
нормализации протеостаза путём активации
протеасом и уменьшения окислительного стрес�
са [96].

Было показано, что обработка спермидином
вызывает ингибирование гистонацетилтрансфе�
раз и деацетилирование гистона H3 (по лизинам
K9, K14, K18), гиперацетилирование которого
происходит с возрастом вследствие истощения
полиаминов. Изменённый статус ацетилирова�
ния хроматина приводит у дрожжей, мух, червей
и клеток человека к подавлению окислительно�
го стресса, некроза, значительной активации
аутофагии [97].

Гиперэкспрессия SIRT6 через деацетилиро�
вание лизина гистона H3K9 подавляет инсули�
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новый каскад, способствует переходу на катабо�
лизм и нормализации протеостаза, в том числе в
случае ожирения, вызванного диетой [2].

Теломеры и теломераза, стволовые клетки,
сенесцентность. Истощение запасов нейрональ�
ных стволовых клеток, накопление сенесцент�
ных глиальных клеток, усугубляемое иммуносе�
несцентностью, вносят важный вклад в патоге�
нез болезней Альцгеймера и Паркинсона [98].
Дисфункция стволовых клеток во многом про�
исходит из�за нарушения активности теломера�
зы, сенесцентности клеток ниши, то есть из�за
укорачивания теломер.

Активация теломеразы улучшает общее со�
стояние организма и увеличивает продолжи�
тельность жизни [2]. Обеспечение протеостаза с
помощью теломеразы может проходить по двум
механизмам. Во�первых, при поддержании дли�
ны теломер не уменьшается экспрессия
PGC�1α/β, что способствует рециркуляции ми�
тохондрий и снижению окислительного стресса
[2]. Во�вторых, неканоническое митохондри�
альное функционирование теломеразы снижает
окислительный стресс. Стоит отметить, что ог�
раничение калорий снижает побочный эффект
активации теломеразы (риск развития рака) и,
за счёт подавления Akt�киназы, должно усили�
вать теломеразный антиоксидантный стресс�от�
вет (см. рис. 3) [99]. Баланс протеостаза способ�
ствует активности теломеразы за счёт
TRiC/CCT�опосредованной сборки функцио�
нальной теломеразы [100].

ВЫВОДЫ

Белковая агрегация является результатом
естественной нестабильности, действия протео�
токсических стрессов на белки, особенно на те,
которые входят в систему поддержания протео�
стаза. Дисбаланс клеточных процессов и исто�
щение ресурсов для восстановления, происхо�
дящие при старении, усиливают нарушения
протеостаза.

Увеличивающаяся со старением дисфунк�
ция митохондрий вызывает усиление действия
внешнего окислительного стресса. При этом ра�
бота систем репарации ДНК и защиты белков
подавлена недостатком производства ATP. Пре�
обладание анаболизма над катаболизмом, харак�
терное для старения, негативно сказывается на

протеостазе из�за усиления трансляции, подав�
ления деградации белков и ослабления стресс�
ответов. Возрастные изменения генома и эпиге�
нома увеличивают склонность белков к агрега�
ции (мутантные формы и перенасыщение бел�
ком), подавляют систему поддержания протеос�
таза, усиливают окислительный стресс. Наруше�
ния протеостаза в совокупности с дисфункцией
митохондрий, дисбалансом сигнальной систе�
мы, изменениями генома и эпигенома вызывают
истощение запасов стволовых клеток, что на ор�
ганизменном уровне приводит к ослаблению ре�
генерации нейронов и других клеток мозга.

В результате накопления нарушений и, воз�
можно, согласно заложенной программе, насту�
пает дисбаланс появления и удаления агрегатов.
Их токсическое взаимодействие с мембранами и
включение важных белков в состав агрегатов уча�
щаются и приводят к развитию протеинопатий.

Таким образом, нарушение протеостаза и
старение являются взаимосвязанными и взаи�
моусиливающимися процессами, синергия ко�
торых приводит к катастрофическому, нелиней�
ному во времени нарастанию дисфункций орга�
низма. Для профилактики протеинопатий важ�
ны воздействия, замедляющие старение – хоро�
шая экология, поддержание здорового образа
жизни, иммунитета, развитие устойчивости к
эмоциональным стрессам, лечение хронических
заболеваний (таких как диабет). В целом, пока�
занное воздействие старения на протеостаз
подтверждает необходимость поддержания го�
меостаза организма для противодействия возра�
стным заболеваниям и достижения здорового
долголетия.
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Aging is a prime systemic cause of various age�related diseases, in particular, proteinopathies. In fact, most diseases
associated with protein misfolding are sporadic, and their incidence increases with aging. This review examines the
process of protein aggregate formation, the toxicity of such aggregates, the organization of cellular systems involved
in proteostasis, and the impact of protein aggregates on important cellular processes leading to proteinopathies. We
also analyze how manifestations of aging (mitochondrial dysfunction, dysfunction of signaling systems, changes in the
genome and epigenome) facilitate pathogenesis of various proteinopathies either directly, by increasing the propensi�
ty of key proteins for aggregation, or indirectly, through dysregulation of stress responses. Such analysis might help in
outlining approaches for treating proteinopathies and extending healthy longevity.

Keywords: proteostasis, protein aggregation, proteinopathy, aging, mitochondrial dysfunction, mutations, epigenetic
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Респираторно�синцитиальный вирус (РСВ) может вызывать тяжёлые инфекции нижних дыхательных пу�
тей у младенцев, людей с ослабленным иммунитетом и пожилых людей. Несмотря на десятилетия исследо�
ваний этого патогена, отсутствует одобренная для медицинского применения профилактическая вакцина,
а многие терапевтические средства все ещё находятся на различных стадиях разработки. Ускорить создание
средств профилактики и лечения может детальное раскрытие механизмов патогенеза РСВ�инфекции. Па�
тогенез этого заболевания изучают с использованием клинического материала от пациентов, однако деталь�
ные представления о молекулярных и клеточных механизмах патогенеза получают, используя модели РСВ�
инфекции на животных. Чаще всего в качестве модельного вида используют мышей, т.к. они позволяют
воспроизвести основные проявления патологии (обструкция бронхов, гиперсекреция слизи и воспаление
лёгких, опосредованное лимфоцитами, макрофагами и нейтрофилами). Кроме того, их использование эко�
номически целесообразно, а также доступен широкий спектр молекулярно�биологического инструмента�
рия, позволяющего изучать механизмы патогенеза на клеточном и молекулярном уровнях. В данном обзо�
ре обобщены новые данные о патогенезе РСВ�инфекции, полученные с использованием моделей на мы�
шах. На этих моделях показана роль Т�клеток как в антивирусной защите, так и в развитии иммунопатоло�
гии лёгких. Т�клетки осуществляют элиминацию инфицированных клеток, они же продуцируют значитель�
ные количества провоспалительных цитокинов TNFα и IFNγ. Недавно была выявлена новая популяция
тканерезидентных Т�клеток памяти (TRM). Они обладают выраженным антивирусным эффектом, при этом
не вызывают иммунопатологии лёгких. Накопление TRM происходит после локального (а не системного)
введения РСВ�антигенов. Этот факт может быть в дальнейшем использован при разработке эффективных
подходов к вакцинации. Также с использованием моделей на мышах показана незначительная роль интер�
феронов в антивирусной защите от РСВ. Этот патоген обладает механизмами «ухода» от действия антиви�
русных интерферонов типа I и III, что может объяснять низкую эффективность интерферон�содержащих
лекарственных препаратов по отношению к РСВ. Благодаря технологии нокаута генов у лабораторных мы�
шей был совершён значительный прорыв в понимании роли ряда провоспалительных цитокинов в имму�
нопатологии лёгких. Помимо TNFα и IFNγ, было установлено, что цитокины IL�4, IL�5, IL�13, IL�17A, IL�
33 и TSLP опосредуют основные проявления патологии: обструкцию бронхов, продукцию слизи, инфильт�
рацию лёгких провоспалительными клетками. В то же время IL�6, IL�10 и IL�27 оказывали благоприятный
эффект. Несмотря на значительные отличия в иммунной системе лабораторных мышей и человека, экспе�
риментальные модели на этих животных внесли существенный вклад в раскрытие молекулярных и клеточ�
ных механизмов патогенеза РСВ�инфекции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: молекулярные механизмы, респираторно�синцитиальный вирус, патогенез, экспе�
риментальные модели.
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ПАТОГЕНЕЗА
РЕСПИРАТОРНО�СИНЦИТИАЛЬНОЙ ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ.

НОВЫЕ ДАННЫЕ НА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ МОДЕЛЯХ
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ВВЕДЕНИЕ

Респираторно�синцитиальный вирус (РСВ)
относится к порядку Mononegavirales, семей�

ству Pneumoviridae, роду Orthopneumovirus.
РСВ – один из самых распространённых патоге�
нов [1], вызывающих тяжёлые заболевания
верхних и нижних дыхательных путей у де�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы кислорода; БАЛ – бронхоальвеолярный лаваж; ГРБ – гиперреак�
тивность бронхов; ДК – дендритные клетки; мАт – моноклональные антитела; миРНК – малые интерферирующие РНК;
РСВ – респираторно�синцитиальный вирус; Treg – Т�регуляторные клетки; TRM – тканерезидентные T�клетки памяти;
HSGAG – гепарансульфаты (heparan sulfate); pfu – бляшкообразующие единицы (plaque�forming units).

* Адресат для корреспонденции.
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тей [2], пожилых людей [3] и пациентов с имму�
нодефицитами [4]. Пациенты с бронхиальной
астмой и хронической обструктивной болезнью
лёгких также в значительной степени страдают
от этой инфекции [5]. Ежегодно в мире госпита�
лизируется до 3 млн детей, инфицированных
РСВ, при этом смертность от этой инфекции
составляет 66–199 тыс. [6]. Экономический
ущерб от РСВ�инфекции (по данным в США)
оценивается в 1,15 млрд долларов [7].

К настоящему времени не создано эффек�
тивной вакцины против РСВ [8], а для имму�
нопрофилактики применяют препараты на ос�
нове моноклональных антител (мАт), широкое
использование которых ограничено высокой
стоимостью [9]. Тем не менее продолжается
разработка новых вакцин; на различных стади�
ях клинических исследований находятся
16 кандидатных вакцин, 6 из них – на ста�
дии II [10]. Учитывая эти факты, в ближайшие
несколько лет можно ожидать появление на
рынке зарегистрированной профилактической
вакцины от РСВ.

Ведутся работы над созданием терапевти�
ческих средств, например ингибиторов вируса
на основе малых интерферирующих РНК
(миРНК) [11], наночастиц [12], пептидных со�
единений [13] и других малых молекул [14]. Од�
ним из перспективных направлений в разработ�
ке анти�РСВ�терапии является применение мо�
лекул миРНК, которые сиквенс�специфично
взаимодействуют с жизненно важными генами
вируса и тем самым блокируют его репликацию.
На таком принципе работает препарат ALN�
RSV01, в котором в качестве действующего ве�
щества выступают молекулы миРНК против ге�
на n, кодирующего компонент нуклеокапсида
вируса. Проведённые клинические исследова�
ния показали, что интраназальный приём ALN�
RSV01 в течение 5 суток статистически значимо
снижал число добровольцев с диагностирован�
ной РСВ�инфекцией на 38% [15]. Несмотря на
положительные результаты проведённых иссле�
дований, компания «Alnylam Pharmaceuticals»
остановила испытания ALN�RSV01, поэтому
невозможно спрогнозировать, когда будет заре�
гистрирован данный препарат.

Для создания эффективных и безопасных
средств лечения и профилактики необходима
информация о молекулярных и клеточных меха�
низмах патогенеза РСВ�инфекции, получение
которой невозможно без разработки адекватных
экспериментальных моделей заболевания на
животных. К настоящему времени создано мно�
жество моделей РСВ�инфекции на различных
животных: мыши, крысы, хорьки, телята, овцы,
шимпанзе и другие [16, 17]. Несмотря на то что

шимпанзе – это единственный вид животных,
природно�восприимчивый к РСВ человека, ча�
ще всего в качестве модельного вида применяют
мышей [16, 17] ввиду простоты и дешевизны их
использования, а также по причине доступнос�
ти значительного количества научного инстру�
ментария (моноклональные антитела (мАт),
зонды, специализированные реагенты и обору�
дование), позволяющего детально раскрыть ме�
ханизмы патогенеза. В данном обзоре будут
обобщены новые данные о патогенезе РСВ�ин�
фекции, полученные с использованием моделей
на мышах.

СТРУКТУРА РСВ
И ЕГО ЖИЗНЕННЫЙ ЦИКЛ

Геном РСВ представлен одноцепочечной
несегментированной молекулой РНК негатив�
ной полярности, несущей 10 генов, которые ко�
дируют 11 белков: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F,
M2�1, M2�2 и L (ген М кодирует два белка М2�1
и М2�2). Геномная РНК инкапсулирована в нук�
леокапсид, состоящий из белка N, РНК�поли�
меразы (белка L) и его кофактора (белка P), а
также белка М2�1. Белок М окружает нуклео�
капсид и при этом взаимодействует с липидным
бислоем – оболочкой вириона и цитоплазмати�
ческим доменом белка F. В оболочку РСВ вклю�
чены гликопротеины: белок слияния F, белок G
и малый гидрофобный белок SH. Белок М2�2 и
два неструктурных белка (NS1 и NS2) отсутству�
ют в составе вириона [18].

Жизненный цикл РСВ начинается с этапа
прикрепления вириона к клетке�мишени с по�
следующим слиянием мембран вируса и клетки.
В этом процессе центральную роль играют по�
верхностные гликопротеины F и G. Белок G су�
ществует в двух формах; мембранная форма осу�
ществляет прикрепление вириона к клетке бла�
годаря связыванию с рецепторами или фактора�
ми прикрепления на их поверхности. Стоит от�
метить, что в последних работах поверхностные
белки клеток�мишеней, связывающихся с бел�
ком G, называют не рецепторами, а факторами
прикрепления, к рецепторам относятся белки
клеток, которые инициируют процесс слияния
вириона и клетки [13, 18]. Растворимая фор�
ма (sG) функционирует как антигенная «ловуш�
ка» для связывания анти�G�антител, она необ�
ходима для «ухода» вируса от иммунной систе�
мы организма [19].

Одни из самых изученных факторов при�
крепления – это гепарансульфаты (HSGAG),
относящиеся к гликозаминогликанам (GAG) и
представляющие собой дисахаридные полиме�
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ры, связанные с трансмембранными белками на
поверхности многих типов клеток. Взаимодей�
ствие с HSGAG реализуется за счёт электроста�
тического связывания позитивно заряженного
гепарин�связывающего домена белка G с отри�
цательно заряженными HSGAG [20]. Иденти�
фицированы и другие факторы прикрепления,
например хемокиновый рецептор CX3CR1, ко�
торый связывается с мотивом CX3C бел�
ка G [21]. Белок F также способен участвовать в
прикреплении за счёт связывания с такими фак�
торами, как HSGAG [22], ICAM1 [23],
EGFR [24] и nucleolin [25], причём последний
может функционировать не только как фактор
прикрепления, но и как рецептор [25].

Несмотря на то, что белок F участвует в
прикреплении, главная его функция – это слия�
ние мембран вируса и клетки. Данный глико�
протеин синтезируется инфицированной клет�
кой в виде белка�предшественника (F0), кото�
рый протеолитически расщепляется на субъеди�
ницы F1 и F2, связанные ковалентно в гетеро�
димер. На поверхности вириона функциональ�
ный белок F существует в виде тримера F1/F2�
гетеродимеров в префузионной конформации.
На N�конце субъединицы F1 располагается пеп�
тид слияния (FP) с прилегающим к нему α�спи�
ральным участком HR�N. На С�конце F1 распо�
лагается трансмембранный домен (TM) с α�
спиральным участком HR�C, который обеспе�
чивает заякоревание белка в оболочке вируса.
В процессе слияния пептид FP взаимодействует
с мембраной клетки�мишени, после чего бе�
лок F меняет свою конформацию с префузион�
ной на постфузионную. В ходе этой реорганиза�
ции участки HR�C и HR�N белка F сближаются,
формируя шпилечную структуру, что приводит к
сближению мембран клетки и вириона, и в ито�
ге к их слиянию. Согласно последним данным,
слияние вириона с клеткой – это двухстадий�
ный процесс: первоначально происходит мак�
ропиноцитоз, а затем непосредственно слияние
мембран внутри эндосомы [13, 18]. Гликопроте�
ин SH не имеет существенного значения в про�
цессах прикрепления и слияния [13, 18].

В результате слияния геном вируса прони�
кает в цитоплазму клетки, где происходит тран�
скрипция мРНК и трансляция его белков.
В репликации генома участвуют три белка: N, P
и L. Белки P и L – это субъединицы РНК�зави�
симой РНК�полимеразы, а белок N, связываясь
с геномной РНК, защищает её от нуклеаз клет�
ки. Транскрипция мРНК осуществляется тем же
ферментом, что и репликация геномной
РНК [26].

В сборку вирионов вовлечён актиновый ци�
тоскелет клетки, который транспортирует гли�

копротеины вируса (белки F, G и SH) к апикаль�
ной поверхности мембраны клетки. Одновре�
менно белок N связывается с заново синтезиро�
ванной геномной РНК вируса и РНК�зависи�
мой РНК�полимеразой (белками L и P), форми�
руя рибонуклеопротеиновый комплекс, кото�
рый дополнительно ассоциируется с белком M,
и затем также транспортируется к апикальной
поверхности мембраны клетки – месту локали�
зации гликопротеинов. В результате образуются
вирусные частицы, которые отпочковываются
от клетки�мишени в виде сформированных ин�
фекционных вирионов [13, 18].

ПАТОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ
РЕСПИРАТОРНОГО ТРАКТА

ПРИ РСВ�ИНФЕКЦИИ У ЧЕЛОВЕКА

РСВ поражает верхние и нижние дыхатель�
ные пути человека. Инфицирование происходит
за счёт прямого контакта вируссодержащих час�
тиц с эпителием респираторного тракта. Перво�
начально репликация вируса протекает в эпите�
лии носоглотки после инкубационного перио�
да (4–5 дней) с последующим распространени�
ем патогена в нижние дыхательные пути. При
этом тяжесть патологии значительно варьирует
от слабых симптомов ОРВИ вплоть до обструк�
ции дыхательных путей, гипоксии и пневмо�
нии [27].

Вирус преимущественно реплицируется в
реснитчатом эпителии дыхательных путей и
альвеолярных пневматоцитах типа I и II [28].
Сведения о гистологических изменениях респи�
раторного тракта были получены при анализе
образцов лёгких от пациентов, погибших в ре�
зультате тяжёлой РСВ�инфекции. Данные изме�
нения характеризовались периваскулярной и
перибронхиальной инфильтрацией мононукле�
арами и Т�клетками, признаками пневмонии,
некроза эпителия бронхиол, закупоркой про�
света бронхиол конгломератами клеток (слущи�
вающимися эпителиальными клетками, макро�
фагами и нейтрофилами), гиперсекрецией сли�
зи [28]. При этом СD4+� и СD8+�лимфоциты об�
наруживались в дыхательных путях редко [29].
Анализ образцов бронхоальвеолярного лава�
жа (БАЛ), полученных от детей с РСВ�индуци�
рованным бронхиолитом, выявил значительное
количество нейтрофилов [30]. Также в образ�
цах БАЛ выявлено значительное количество
провоспалительных факторов: TNFα, IL�6, IL�
1a, IL�8, MIP�1a, MCP�1, RANTES, IFNγ, IL�4,
IL�5, IL�10, IL�9 и IL�17 [31, 32]. Активация вы�
шеуказанных провоспалительных факторов
вносит вклад в патогенез РСВ�инфекции.
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СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ
О ПАТОГЕНЕЗЕ РСВ�ИНФЕКЦИЙ

Помимо клинического материала от паци�
ентов с РСВ�инфекцией, для изучения патоге�
неза этого заболевания применяют модели на
животных. Моделирование осуществляют на та�
ких видах животных, как мыши, крысы, хорьки,
телята, овцы и другие [16, 17]. Главным ограни�
чением в использовании этих видов является то,
что они частично чувствительны к РСВ, т.е. ви�
рус плохо реплицируется в дыхательных путях,
вследствие чего признаки патологии слабо вы�
ражены. Шимпанзе – это единственный вид
животных, природно�восприимчивый к РСВ
человека [16, 17]. Широкое использование
шимпанзе в качестве модельного организма ог�
раничено значительными издержками на их со�
держание, поэтому наиболее часто для модели�
рования РСВ�инфекции используют грызунов,
в частности мышей. Значительное количество
данных о молекулярных и клеточных механиз�
мах патогенеза РСВ было получено именно с
использованием мышей. Чаще всего применяют
мышей линии BALB/c, т.к. вирус способен реп�
лицироваться (хотя и ограниченно) в их респи�
раторном тракте (таблица), причём у возраст�
ных мышей репликация вируса и признаки па�
тологии более выражены [33]. В большинстве
опубликованных работ мышей заражают интра�
назально вирусом в дозах 104–107 pfu (plaque�
forming units – бляшкообразующие единицы) на
мышь. Дозы 106 pfu, чаще всего, достаточно для
индукции выраженных проявлений патоло�
гии (гиперсекреция слизи, инфильтрация про�
воспалительными клетками ткани лёгких и дру�
гие). В большинстве работ используют три лабо�
раторных штамма РСВ: A2, line 19 и long, однако
в некоторых исследованиях животных инфици�
ровали клиническими изолятами, полученными
от пациентов (таблица) [34].

Первые работы по моделированию РСВ�ин�
фекции у мышей были опубликованы в конце
70�х [35]–начале 80�х гг. [36, 37]. В самом пер�
вом исследовании Prince et al. [35] изучали спо�
собность вируса реплицироваться в дыхатель�
ных путях мышей. Двадцать линий мышей ин�
фицировали РСВ (штаммом long) в дозе ~104 pfu.
Наиболее резистентными к репликации вируса
оказались мыши линии CBA/CaHN, а наиболее
чувствительной – линия DBA/2N. Ли�
ния BALB/c имела промежуточную чувстви�
тельность к данному штамму вируса. Показав
способность РСВ к репродукции в дыхательных
путях мышей, авторы не исследовали то, какие
патологические изменения в дыхательных путях
происходили в ходе инфекции (таблица) [35].

Несколько лет спустя двумя независимыми
коллективами [36, 37] была подтверждена спо�
собность РСВ (штамм А2) инфицировать верх�
ние и нижние дыхательные пути мы�
шей (BALB/c) с пиком репродукции вируса в
период 4–6 дней после заражения. Дополни�
тельно авторы показали, что размножение виру�
са происходит в основном в эпителии альве�
ол (но не бронхов) и приводит к патологичес�
ким изменениям респираторного тракта (ин�
фильтрации лёгких лимфоцитами и макрофага�
ми, утолщению стенки бронхиол и слущиванию
респираторного эпителия) (таблица) [36, 37].
В более поздней работе [38] с применением ре�
комбинантных штаммов РСВ (rHRSV#Cherry
и rHRSV#Luc), несущих репортерные гены, была
прижизненно визуализирована репликация ви�
руса в респираторном тракте мышей. Это иссле�
дование подтвердило, что пик репродукции
РСВ в нижних дыхательных путях приходится
на 4–5 сутки после инфекции, при этом вирус
поражает оба лёгких в одинаковой степени (таб�
лица) [38].

Длительное время оставался спорным воп�
рос о влиянии РСВ�инфекции на развитие ги�
перреактивности бронхов (ГРБ). Jafri et al. [39]
одними из первых показали, что РСВ в высокой
дозе (~107 pfu) способен вызывать ГРБ у мышей,
которая достигала пика на 5�й день после ин�
фекции и сохранялась более 40 суток. По мне�
нию авторов, ГРБ возникала как результат гипер�
продукции слизи бронхиальным эпителием и
инфильтрации лёгких провоспалительными
клетками (лимфоцитами, макрофагами и ней�
трофилами), которые детектировались в тече�
ние 150 дней после инфекции. При этом авторы
не выявили корреляции между ГРБ и вирусной
нагрузкой в лёгких (таблица) [39]. Год спустя
Bitko et al. [40] подтвердили способность РСВ в
дозе 107 pfu вызывать у мышей ГРБ. В своём ис�
следовании авторы связывают развитие ГРБ с
повышением продукции лейкотриенов, кото�
рые взаимодействуют с рецепторами на поверх�
ности гладкой мускулатуры бронхов и вызывают
«бронхоконструкцию». Кроме того, лейкотрие�
ны провоцируют гиперсекрецию слизи эпите�
лием респираторного тракта, что также вносит
вклад в ГРБ (таблица) [40].

Выраженную ГРБ и гиперсекрецию слизи
способны вызывать не все штаммы РСВ. Пока�
зано, что штамм line 19 был более мукогенным и
вызывал значительную ГРБ даже в дозе 104 pfu.
Кроме того, этот штамм активировал продук�
цию IL�13, который ответственен за развитие
ГРБ и гиперсекрецию слизи, в то же время но�
каут гена IL#13 нивелировал вышеуказанные
признаки (таблица) [41]. Эти результаты были
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подтверждены в другом исследовании с исполь�
зованием химерного штамма rA2#line19F РСВ,
который представлял собой штамм А2, но с бел�
ком F от штамма line 19. Данный химерный
штамм вируса в отличие от А2 оказался способен
активировать продукцию IL�13 и, как следствие,
вызывать гиперсекрецию слизи и ГРБ (табли�
ца) [42]. Таким образом, поверхностный гли�
копротеин F способен определять патогенность
штамма вируса. Дополнительное подтвержде�
ние этому было получено в исследовании
Stokes et al. [34], которые изучили способность
индуцировать патологию респираторного трак�
та инфекцией не только лабораторными штам�
мами РСВ (А2, line 19 и long), но и клинически�
ми изолятами. Некоторые изоляты практически
не вызывали патологических изменений у мы�
шей, однако 2 из 6 изученных изолятов индуци�
ровали выраженную патологию, которая вклю�
чала инфильтрацию лёгких провоспалительны�
ми клетками, а также IL�13�опосредованную
ГРБ и продукцию слизи (таблица) [34]. Эти дан�
ные объясняют различную тяжесть патологии,
наблюдаемую в клинической практике в раз�
личные эпидемиологические сезоны. Учитывая
тот факт, что IL�13 и IFNγ продуцируются в ос�
новном Т�клетками и являются антагонистами,
авторы предположили, что РСВ индуцирует
экспрессию IL�13 не в Th2�клетках, а в альтер�
нативно активированных макрофагах, т.к. нока�
ут IL#13 не приводил к увеличению IFNγ в лёг�
ких инфицированных мышей [34].

Позднее была показана способность штам�
ма РСВ А2 вызывать ГРБ и гиперсекрецию сли�
зи бронхиальным эпителием, но в высокой до�
зе (5 × 106 ТЦД50/мышь); при этом экспрес�
сия IL�13 в ходе инфекции не повышалась, а вы�
шеуказанные признаки патологии, скорее все�
го, развивались по TNFα�зависимому механиз�
му (таблица) [43]. Эти данные указывают на су�
ществование различных молекулярных меха�
низмов развития одних и тех же патологических
изменений.

Роль Т�клеток. С использованием моделей
на мышах была показана роль Т�клеток в анти�
вирусной защите от РСВ. Мыши, у которых от�
сутствовали Т�клетки после удаления тиму�
са (nu/nu BABLB/c) или экспозиции в гамма�
излучении, были более восприимчивы к РСВ�
инфекции и развивали более тяжёлую патоло�
гию в сравнении с мышами, у которых присут�
ствовали функциональные Т�клетки [44]. Адоп�
тивный перенос таким мышам Т�клеток, прай�
мированных вирусом, способствовал ускорен�
ному клиренсу респираторного тракта от РСВ.
При этом праймированные Т�клетки проявляли
антивирусный эффект благодаря цитотоксичес�

ким свойствам и независимо от гуморальной
иммунной системы, т.к. клиренс лёгких от виру�
са происходит в отсутствии вирус�специфичес�
ких антител [44]. Однако присутствие вирус�
специфических антител ускоряло клиренс лёг�
ких от РСВ, что свидетельствует о важной роли
не только клеточного, но и гуморального звена
иммунитета в антивирусной защите [44]. Анало�
гичные наблюдения сделаны в клинической
практике. На модели РСВ�инфекции у человека
продемонстрировано, что увеличение количест�
ва CD8 T�клеток в образцах БАЛ коррелировало
со снижением вирусной нагрузки [45].

Впоследствии роль Т�клеток в патогенезе
РСВ�инфекции была многократно подтвержде�
на, чему посвящён ряд обзоров [46–48]. Соглас�
но современным данным, при первичной ин�
фекции дендритные клетки (ДК) поглощают и
презентируют антигены вируса и активируют
вирус�специфические CD8 T�клетки в регио�
нальных лимфоузлах, которые мигрируют в рес�
пираторный тракт и осуществляют протектив�
ный эффект. Количество активированных Т�
клеток в бронхиальных аспиратах пациентов с
РСВ�инфекцией достигает максимума через 10
суток после развития симптомов заболевания,
при этом вирус�специфические CD8 T�клетки
локализуются преимущественно в паренхиме
лёгких, а не циркулируют в кровеносной систе�
ме. В ходе инфекции активированные Т�клетки
продуцируют провоспалительные цитокины
IFNγ и TNFα. После разрешения инфекции
CD8 Т�клетки остаются в организме в виде кле�
ток памяти в течение нескольких месяцев и
обеспечивают защиту от последующих инфек�
ций. При вторичной инфекции Т�клетки значи�
тельно быстрее аккумулируются в лёгких, преи�
мущественно за счёт миграции, а не пролифера�
ции (рис. 1, а), и осуществляют цитотоксичес�
кий эффект в отношении инфицированных кле�
ток за счёт способности индуцировать апоптоз
инфицированной клетки или осуществлять пря�
мой её лизис путём продукции гранзимов и пер�
форинов (рис. 1, б). Также продукция провоспа�
лительных цитокинов IFNγ и TNFα иницииру�
ет смерть инфицированных клеток [46, 47].

Углублённые исследования позволили уста�
новить несколько субтипов Т�клеток, памяти:
ТСМ – центральные Т�клетки памяти, локализу�
ющиеся во вторичных лимфоидных органах;
ТЕМ – эффекторные Т�клетки памяти, которые
мигрируют в респираторный тракт и осущест�
вляют эффекторные функции. Эти два субтипа
клеток (ТСМ и ТЕМ) присутствуют одновременно
в системном кровотоке и в респираторном трак�
те. Ещё один субтип Т�клеток, которые локали�
зуются только в лёгких – TRM (тканерезидент�
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Рис. 1. Роль Т�клеток в антивирусной защите и иммунопатологии лёгких. а – CD8 T�клеточный ответ развивается после
первичной РСВ�инфекции. Антигены вируса презентируются антиген�презентирующими клетками (АПК), в роли кото�
рых зачастую выступают дендритные клетки. Наивные CD8 T�клетки (naive CD8 T) активируются и дифференцируются
в РСВ�специфические CD8 T�клетки (RSV�CD8 T), которые пролиферируют, достигая пика через 8–10 дней после ин�
фекции. RSV�CD8 T�клетки продуцируют значительные количества провоспалительных цитокинов IFNγ и TNFα, кото�
рые в значительной степени опосредуют развитие иммунопатологии лёгких. После пика экспансии количество RSV�
CD8 T�клеток уменьшается, и из них формируется популяция Т�клеток памяти. Выделяют несколько фенотипов Т�кле�
ток памяти. 1. TCM – центральные Т�клетки памяти (CD62Lhi/CCR7hi/IL�7Rαhi/KLRG1lo) циркулируют в кровенос�
ном русле и аккумулируются во вторичных лимфоидных органах. 2. TEM – эффекторные Т�клетки памяти
(CD62Llo/CCR7lo/IL�7Rαlo/KLRG1hi) преимущественно локализуются в лёгких, но способны к циркуляции в кровотоке.
3. TRM – тканерезидентные T�клетки памяти (CD62Llo/CD69hi/CD103hi) локализуются исключительно в лёгких и не спо�
собны к циркуляции в кровотоке. б – TEM и TRM осуществляют протективный антивирусный эффект, запуская апоптоз
или прямой лизис инфицированной клетки. (С цветными вариантами рис. 1 и 2 можно ознакомиться в электронной вер�
сии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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ные CD8 T�клетки памяти). Именно они пред�
ставляют собой «первую линию» защиты от пов�
торных инфекций [45–47, 49] (рис. 1, а).

Роль Т�клеток в РСВ�индуцированной имму�
нопатологии лёгких. Несмотря на антивирусный
эффект, T�клетки вовлечены в развитие имму�
нопатологии лёгких [50]. Экспериментально по�
казано, что деплеция CD8 T�клеток приводит к
увеличению репродукции вируса в лёгких, но
при этом патологические изменения респира�
торного тракта уменьшаются [51]. Наоборот,
увеличение количества CD8 T�клеток утяжеляет
патологические процессы в лёгких, но при этом
вирусная нагрузка снижается [52]. Согласно
последним данным, в индукцию такой иммуно�
патологии вовлечены цитокины TNFα и IFNγ,
продуцируемые вирус�специфическими Т�клет�
ками. Нейтрализация TNFα с помощью мАт пе�
ред инфекцией приводила к ослаблению пато�
логических изменений в лёгких [52]. Аналогич�
но нейтрализация IFNγ или нокаут соответству�
ющего гена снижает выраженность иммунопа�
тологии лёгких после заражения РСВ (табли�
ца, рис. 1, а) [52, 53].

Примечательно, что такая иммунопатоло�
гия, опосредованная Т�клетками, характерна
для РСВ�инфекции, но не для всех респиратор�
ных вирусов. Например, CD8 T�клетки памяти
обладают протективным эффектом по отноше�
нию к вирусу гриппа и коронавирусу (штамм
MA15), при этом не вызывают иммунопатологии
лёгких [54, 55].

Данные об участии Т�клеток в иммунопато�
логии, полученные на моделях у мышей, корре�
лируют с клиническими наблюдениями. Отмеча�
лось, что увеличение числа CD8 T�клеток в об�
разцах БАЛ приводило к более выраженной па�
тологии респираторного тракта пациентов с
РСВ�инфекцией [56]. Также после транспланта�
ции костного мозга у пациента возрастало коли�
чество CD8 T�клеток и коррелировало со сниже�
нием титра РСВ в назальных смывах, однако по�
явление CD8 T�клеток негативно сказывалось на
функции дыхания пациентов, что являлось мар�
кёром патологических изменений в лёгких [57].

В нивелировании патологии опосредован�
ной CD8 T�клетками играют роль Т�регулятор�
ные клетки (Тreg). Они оказывают благоприят�
ный эффект на тяжесть патологии лёгких. Деп�
леция Тreg на фоне РСВ�инфекции приводила к
увеличению количества CD8 T�клеток, повы�
шению продукции TNFα и IFNγ и, как след�
ствие, к усилению патологии лёгких [58]. Увели�
чение количества Тreg перед инфекцией приво�
дило к обратному эффекту [59]. Тreg оказывают
такой эффект за счёт продукции значительного
количества противовоспалительного IL�10. Его

нейтрализация с помощью мАт или нокаут соот�
ветствующего гена усиливали патологию лёгких
(таблица, рис. 1, а) [60, 61].

Кроме того, согласно последним данным,
клетки TRM способны осуществлять антивирус�
ную защиту, не вызывая иммунопатологии лёг�
ких. В исследовании Kinnear et al. [62] наивным
мышам перед РСВ�инфекцией интраназально
вводили TRM�клетки, полученные из лёгких ин�
фицированных мышей. В итоге эти клетки су�
щественно снижали вирусную нагрузку в лёгкие
и уменьшали тяжесть патологии; при этом
CD8 TRM�клетки обеспечивали антивирусные
свойства, в то время как CD4 TRM�клетки не
влияли на репродукцию РСВ, но оказывали
противовоспалительный эффект, подавляя
экспрессию TNFα (таблица) [62]. Стоит отме�
тить, что формирование TRM�клеток в лёгких
происходит после локальной (а не системной)
иммунизации антигенами вируса [49]. По всей
видимости, именно локальный (например, аэ�
розольный) способ вакцинации будет являться
перспективным для профилактики РСВ.

Стоит отметить, что провоспалительный
цитокин – TNFα – продуцируется не только
CD8 T�клетками под действием вируса, но и
макрофагами. Макрофаги, выделенные от мы�
шей, нокаутных по гену, кодирующему TLR2,
продуцировали значительно меньше TNFα пос�
ле стимуляции вирусом по сравнению с макро�
фагами мышей дикого типа [63]. Клетки респи�
раторного эпителия также продуцируют TNFα
после их стимуляции вирусом, что показано в
исследованиях in vitro с применением мАт, бло�
кирующих TNFα [64]. Таким образом, помимо
CD8 T�клеток в РСВ�индуцированной иммуно�
патологии лёгких задействованы и другие типы
клеток (макрофаги и эпителиальные клетки).

Роль гуморального иммунитета. Ввиду значи�
тельных отличий в строении и функции антител
человека и мышей модели на этих животных
практически не использовались для изучения
роли адаптивной иммунной системы в патоге�
незе РСВ�инфекции. Значительная часть дан�
ных была получена на моделях РСВ�инфекции у
человека, когда добровольцев инфицировали
очищенным вирусом. На таких моделях было
установлено, что антитела класса IgA, выделен�
ные из назальных смывов, а также сывороточ�
ные антитела класса IgG оказывали протектив�
ный эффект в отношении вируса [65]. При
этом IgA проявляли более выраженный и дли�
тельный по времени анти�РСВ�эффект в срав�
нении с IgG�антителами [66].

Нейтрализующие антитела вырабатываются
в основном на белок F вируса. Иммунологичес�
кое картирование этого белка выявило семь
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главных антигенных сайтов: Ø, I, II, III, IV, V и
VIII. При этом сайты Ø, V и VIII существуют
только на префузионной конформации бел�
ка F [67, 68]. Было показано, что большинство
вируснейтрализующих антител (более 60%), вы�
деленных из В�клеток пациентов, перенёсших
РСВ�инфекцию, направлены против сайтов Ø,
V [69] и VIII [68]. В то же время антитела, нап�
равленные к сайтам II, III и IV, обладают значи�
тельно (в 100–1000 раз) меньшими вируснейтра�
лизующими свойствами.

Это связано с тем, что антигенные сайты Ø,
V и VIII представлены на префузионной, а не на
постфузионной форме белка F. Связывание ан�
тител с этими сайтами стабилизируют белок F,
препятствуя его перестройке в постфузионную
конформацию и, как следствие, процессу слия�
ния вириона и клетки [67, 68].

В составе препарата паливизумаб содержат�
ся антитела против антигенного сайта II, кото�
рый располагается на постфузионной форме
белка F. Проведённые исследования показали,
что мАт против сайтов Ø, V и VIII обладали зна�
чительно более высоким (в 100–1000 раз) вирус�
нейтрализующим эффектом в сравнении с пре�
паратом паливизумаб (таблица) [68, 70]. Полу�
ченные новые данные об антигенной структуре
белка F позволят создать не только более эф�
фективные аналоги паливизумаба, но и разрабо�
тать эффективную вакцину.

На другой поверхностный гликопротеин ви�
руса – белок G – также формируются нейтрали�
зующие антитела, особенно к его центральному
консервативному домену [71], однако существо�
вание растворимой формы этого белка может
нивелировать их антивирусный эффект (табли�
ца) [72].

В ответ на РСВ�инфекцию образуются так�
же антитела класса IgE. Однако они не обладают
антивирусным эффектом, а наоборот, играют
неблагоприятную роль в патогенезе инфекции.
В частности, РСВ�специфические IgE�антитела
инициируют высвобождение тучными клетками
гистамина и лейкотриенов, индуцируя воспали�
тельные реакции [73].

Роль интерферонов. У человека идентифи�
цировано три типа интерферонов: IFN�I, IFN�II
и IFN�III, каждый из которых проявляет биоло�
гическую активность посредством своего рецеп�
тора. IFN�I и IFN�III напрямую участвуют в ан�
тивирусной защите организма [74, 75]. Индукция
интерферонов происходит после взаимодействия
гликопротеинов РСВ с TLR�рецепторами (TLR2,
TLR6, TLR3, TLR4, и TLR7) на поверхности лей�
коцитов, плазмоцитоидных ДК и альвеолярных
макрофагов [76]. Белок F распознается TLR4, что
приводит к продукции IFN�I [77]. Нокаут соот�

ветствующего гена снижает способность мышей
осуществлять клиренс вируса [76]. Рецепто�
ры TLR2 и TLR6 также вовлечены в распознава�
ние лигандов РСВ. Нокаут соответствующих ге�
нов приводит к увеличению вирусной нагруз�
ки (таблица, рис. 2) [63]. Эндосомальные рецеп�
торы TLR3 и TLR7, а также цитозольный NLR�
рецептор Nod2 распознают вирусную РНК и
инициируют продукцию IFN�I [78–80].

Роль интерферонов в патогенезе РСВ�ин�
фекции показана в экспериментах на моделях у
мышей. Инактивация гена, кодирующего фак�
тор STAT1 (транскрипционный фактор, участ�
вующий в IFN�I/II�опосредованной сигналь�
ной трансдукции), приводит к увеличению ви�
русной нагрузки в лёгкие, усилению ГРБ, гипер�
продукции слизи бронхиальным эпителием,
увеличенной инфильтрации лёгких провоспа�
лительными клетками [81] (таблица, рис. 2).
С использованием биоматериала от пациентов
установлено, что IFN�I и IFN�III активируются
в первые два дня после инфекции [82]. Стоит от�
метить, что третий тип интерферонов (IFN�III)
включает в себя 4 представителя: IFN�λ1, IFN�
λ2, IFN�λ3 (известные как IL�29, IL�28A и IL�
28B), а также IFN�λ4. В исследовании
Selvaggi et al. [82] показано, что у детей, госпита�
лизированных с диагностированной РСВ�ин�
фекцией, значительно повышена экспрессия ге�
нов IFN#λ1–IFN#λ3 в назальных смывах; при
этом выявлена прямая корреляция между уров�
нем экспрессии IFN�λ1, тяжестью патологии и
ухудшением функции лёгких. В то же время эф�
фект РСВ�инфекции на экспрессию IFN�λ4
бронхиальным эпителием ещё не изучался.

По сравнению с другими респираторными
вирусами РСВ индуцирует слабый интерферо�
новый ответ, особенно у детей [83]. Данные, по�
лученные на модели РСВ�инфекции неонаталь�
ных мышей подтверждают этот факт; инфекция
вирусом мышей в возрасте 5 дней не индуциру�
ет экспрессию IFNα и IFNβ в лёгких по сравне�
нию с половозрелыми мышами (6–8 недель).
При этом введение экзогенного IFNα нивели�
ровало проявления патологии (таблица) [84].
В отдельном исследовании показано, что интра�
назальное введение IFNα неонатальным мы�
шам перед инфекцией приводит к значительно�
му снижению вирусной нагрузки в лёгких путём
повышения продукции протективных антител
класса IgA в слизистой оболочке дыхательных
путей (таблица) [85].

Одно из объяснений аберрантного IFN�от�
вета в раннем возрасте – это низкое количество
плазмоцитоидных ДК и макрофагов, главных
продуцентов IFN�I в респираторном тракте [84,
86]. Эти данные, полученные на модели у мы�

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  3  2021

348



МЕХАНИЗМЫ ПАТОГЕНЕЗА РСВ�ИНФЕКЦИИ

шей, совпадают с результатами широкомасш�
табного клинического исследования INFANT,
которое показало, что РСВ�инфекция у детей не
индуцирует сколько�нибудь значительного

IFN�ответа в слизистой оболочке дыхательных
путей [87]. Вышеупомянутые исследования по�
казывают сходство иммунного ответа на РСВ у
мышей и человека, что позволяет изучать роль
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Рис. 2. Иммунопатогенез РСВ�инфекции. РСВ�инфекция активирует пролиферацию CD8 T�клеток, продуцирующих ци�
токины IFNγ и TNFα, которые вовлечены в формирование основных проявлений патологии. Дополнительно IFNγ во�
влечён не только в развитие патологии, но и в антивирусную защиту организма. РСВ вызывает некроз респираторного
эпителия, приводя к высвобождению цитокинов IL�33 и TSLP, которые активируют врождённые лимфоидные клетки ти�
па 2 (ILC2), продуцирующие цитокины IL�5 и IL�13. Данные цитокины участвуют в формировании проявлений патоло�
гии, вызывают эозинофильное воспаление лёгких, а также гиперпродукцию слизи и гиперреактивность бронхов. Кроме
того, при РСВ�инфекции под действием определенного цитокинового микроокружения происходит поляризация Th2�
и Th17�иммунного ответа. Th2�клетки продуцируют цитокины IL�4, IL�5 и IL�13, которые приводят к развитию гиперре�
активности бронхов, гиперсекреции слизи и эозинофильному воспалению лёгких. Th17�клетки продуцируют IL�17A, ко�
торый формирует нейтрофильное воспаление лёгких и гиперсекрецию слизи. Иммунорегуляторные функции выполняет
цитокин IL�10, продуцируемый Т�регуляторными клетками (Treg). IL�10 подавляет провоспалительную активность
CD8 T�клеток. Сходными свойствами обладают IL�6 и IL�27. Они способны как напрямую супрессировать CD8 T�клет�
ки, так и активировать Treg. РСВ распознается TLR�рецепторами на поверхности макрофагов (Мф) и плазмоцитоидны�
ми ДК (пДК), которые продуцируют ограниченное количество интерферонов типа I (IFN�I), обладающих антивирус�
ным эффектом
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компонентов врождённого иммунитета на этом
модельном виде животных.

Несмотря на значительное количество на�
копленных сведений об антивирусной актив�
ности IFN�I и IFN�III, их эффективность для
анти�РСВ�терапии противоречива. Это связано
со способностью РСВ «уходить» от интерферо�
нового ответа [48]. В частности, два неструктур�
ных белка вируса (NS1 и NS2) связываются с
фактором RIG�I в цитоплазме инфицированной
клетки и супрессируют соответствующие пути
сигнальной трансдукции. Также существуют
сведения об участии белка G в ослаблении ин�
терферонового антивирусного эффекта за счёт
активации белков�супрессоров интерферонов –
SOCS1 и SOCS3. Белки SOCS1 и SOCS3 активи�
руются по TLR�зависимому пути в ответ на
РСВ�инфекцию, после чего они ингибируют
продукцию интерферонов в клетке [88]. Таким
образом, РСВ обладает механизмами, позволя�
ющими не только блокировать сигнальный ан�
тивирусный ответ интерфероновых рецепторов,
но и супрессировать продукцию эндогенных
интерферонов, что ограничивает их медицинс�
кое применения для терапии РСВ. Кроме того, в
отдельных случаях интерфероны способствуют
более тяжёлому течению РСВ�инфекции [82].

Роль цитокинов. РСВ приводит к повышен�
ной продукции ряда провоспалительных цито�
кинов: IFNγ, TNFα, IL�4, IL�6, IL�8, IL�17A и
других как при естественной инфекции у чело�
века [89], так и в моделях у мышей [39]. Большин�
ство провоспалительных цитокинов продуциру�
ется вирус�специфическими CD8 T�клетками, а
также макрофагами, эпителиальными клетками
и ILC2 [39, 45, 52].

У пациентов с РСВ�инфекцией фиксирует�
ся увеличение продукции IFNγ как в назальных
смывах, так и в сыворотке крови [89]. Кроме то�
го, тяжёлое течение инфекции ассоциировано с
пониженным уровнем IFNγ [90]. Аналогичные
данные получены на моделях у мышей. Введе�
ние IFNγ в дыхательные пути усиливает клиренс
вируса в лёгких [91], в то время как нокаут соот�
ветствующего гена, наоборот, приводил к усиле�
нию репликации РСВ (таблица, рис. 2) [92]. Все
эти данные свидетельствуют о протективном
антивирусном эффекте данного цитокина. Сто�
ит отметить, что IFNγ может играть неблагопри�
ятную патогенетическую роль, т.к. его введение
на фоне РСВ�инфекции усиливало у модельных
мышей воспаление в лёгких и вызывало
обструкцию бронхов (таблица, рис. 2) [91], в то
время как его нейтрализация с помощью мАт
приводила к уменьшению иммунопатологии
лёгких [52]. Таким образом, IFNγ играет протек�
тивную роль в отношении РСВ�инфекции, од�

нако его роль в развитии иммунопатологии лёг�
ких остаётся противоречивой.

Другой цитокин – TNFα – также вносит
вклад в иммунопатологию лёгких при РСВ�ин�
фекции. Его нейтрализация с помощью мАт не
влияет на репликацию РСВ, но приводит к ос�
лаблению воспаления в лёгких (рис. 2) [52].

В ходе РСВ�инфекции активируется про�
дукция не только провоспалительных, но и ре�
гуляторных цитокинов, например IL�10. Повы�
шение экспрессии IL�10 наблюдается как на мо�
делях у мышей [61], так и в клинической прак�
тике у человека [89]. IL�10 продуцируется в ос�
новном Т�регуляторными клетками (Treg) [61] и
обладает противовоспалительным эффектом,
что частично компенсирует вирус�индуциро�
ванное воспаление респираторного тракта. Мы�
ши, нокаутные по данному гену, подвержены
более тяжёлому воспалению лёгких на фоне
РСВ�инфекции. Такой эффект IL�10 связан с
тем, что он подавляет способность CD8 T�кле�
ток продуцировать провоспалительные цитоки�
ны IFNγ и TNFα (таблица, рис. 2) [61]. Анало�
гичные наблюдения были сделаны и в клини�
ческой практике, когда снижение экспрессии
IL�10 и генов IL�10�сигнального пути коррели�
ровало с тяжестью патологии [93].

В моделях на мышах показано, что продук�
ция IL�4 ассоциирована с тяжестью течения
РСВ�инфекции [94]. Аналогичные наблюдения
были сделаны и при исследовании назальных
смывов пациентов с РСВ�инфекцией [95]. На�
оборот, нейтрализация IL�4 с помощью мАт
приводила к нивелированию воспаления при
инфекции (рис. 2) [94]. Это связано с тем, что
данный цитокин ослабляет антивирусную цито�
литическую активность CD8 T�клеток [96]. Дру�
гой Th2�цитокин – IL�13 – задействован в раз�
витии гиперпродукции слизи и ГРБ при РСВ�
инфекции, т.к. нокаут соответствующего гена
нивелирует вышеуказанные проявления пато�
логии (таблица, рис. 2) [41]. По всей видимости,
продукция IL�13, осуществляемая ILC2, регули�
руется цитокином TSLP, т.к. его нейтрализация
снижает уровень экспрессии IL�13 и гиперсек�
рецию слизи (таблица, рис. 2) [97].

Цитокин IL�17A, который продуцируется в
основном Th17�клетками, индуцирует нейтро�
фильное воспаление лёгких и гиперпродукцию
слизи при РСВ�инфекции у мышей (таблица,
рис. 2) [98]. Продукция эпителиальными клет�
ками и макрофагами другого провоспалитель�
ного цитокина – IL�6 – также увеличивается
при РСВ�инфекции. Данный цитокин необхо�
дим для поляризации Th17�клеток. Несмотря на
провоспалительные свойства IL�6, его нейтра�
лизация с помощью мАт перед заражением ла�
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бораторных животных приводила к утяжелению
патологического процесса. Вероятно, это связа�
но с тем, что нейтрализация IL�6 приводит к
увеличению числа вирус�специфических CD8+

T�клеток в лёгких и, как следствие, к усилению
продукции провоспалительных цитокинов
TNFα и IFNγ и снижению концентрации регу�
ляторных цитокинов IL�10 и IL�27. При этом
концентрация IL�17A значительно снижа�
лась (таблица, рис. 2) [99]. По этой причине не
проводились клинические исследования эф�
фективности анти�IL�6 и анти�IL�17�терапии у
пациентов с РСВ�инфекцией. Сходным обра�
зом IL�27 активируется при РСВ�инфекции.
Однако его инактивация с помощью мАт приво�
дит к усилению патологических процессов в
лёгких мышей за счёт увеличения числа CD8+ T�
клеток, продуцирующих IFNγ и TNFα. Таким
образом, в иммунопатогенезе РСВ�инфекции
IL�6 и IL�27 играют сходную роль: снижают ак�
тивность CD8+ T�клеток и активируют Treg�
клетки (таблица, рис. 2) [99].

Несмотря на отсутствие исследований кли�
нической эффективности анти�IL�6�терапии у
пациентов с РСВ�инфекцией, недавно был
опубликован ряд работ, в которых описаны по�
пытки применения в клинической практике мо�
ноклональных антител против IL�6 (препараты
Tocilizumab, Sarilumab и Siltuximab) для лечения
пациентов с диагнозом COVID�19. Систематиза�
ция результатов 10�ти клинических исследова�
ний не выявила существенных благоприятных
эффектов от данной терапии [100, 101]. Обсуж�
дается также возможность применения анти�IL�
17 мАт для лечения пациентов с COVID�19 [102],
однако опубликованные результаты таких иссле�
дований отсутствуют. Анти�IL�17 мАт применя�
лись для лечения нейтрофильного воспаления
лёгких при средней и тяжёлой бронхиальной
астме. Применение препарата Brodalumab (мАт
против IL�17RA – цепи рецептора для IL�17A,
IL�17F и IL�25) не показало клинической эф�
фективности. Исследования другого анти�IL�17�
препарата (CJM112 – мАт против IL�17A) про�
должаются [103].

Недавно была показана роль цитокинов,
продуцируемых эпителием (IL�33 и TSLP) в па�
тогенезе РСВ�инфекции. Было выявлено, что у
неонатальных мышей повышена экспрессия
провоспалительного цитокина IL�33 в ткани
лёгких [104]. Данный цитокин активирует врож�
дённые лимфоидные клетки типа II (ILC2), ко�
торые продуцируют значительные количества
IL�13, что в итоге способствует формированию
Тh2�иммунного ответа на РСВ�инфекцию.
Нейтрализация IL�33 или нокаут гена его рецеп�
тора приводили к уменьшению патологии лёг�

ких, но не влияли на репликацию вируса (табли�
ца, рис. 2) [104]. Сходные результаты были полу�
чены в наших исследованиях: супрессия IL�33
молекулами миРНК приводила к уменьшению
воспаления в лёгких, но не вирусной нагруз�
ки [105]. Другой цитокин, продуцируемый
бронхиальным эпителием – TSLP – также
участвует в РСВ�индуцированном воспалении
лёгких. Его инактивация уменьшает количество
ILC2 в респираторном тракте [97].

Роль активных форм кислорода. Накоплены
убедительные доказательства, что активные
формы кислорода (АФК) являются важным
фактором воспаления лёгких и повреждения
тканей (в основном бронхиального эпителия)
при РСВ�инфекции. В 2004 г. было показано,
что РСВ индуцирует образование АФК, кото�
рые, в свою очередь, запускают воспалительный
каскад за счёт активации факторов STAT в эпи�
телиальных клетках [106]. Известно, что ген, ко�
дирующий фактор IRG1, вовлечён в регуля�
цию АФК. РСВ�инфекция эпителиальных кле�
ток in vitro приводит к активации IRG1 и про�
дукции АФК. Эти данные подтверждаются экс�
периментами in vivo при инфекции мышей ви�
русом. Нокдаун этого гена молекулами миРНК
уменьшает продукцию АФК и, как следствие,
воспаление в лёгких (таблица) [107].

НЕДОСТАТКИ МОДЕЛЕЙ
РСВ�ИНФЕКЦИИ НА МЫШАХ

Несмотря на очевидные сходства в протека�
нии РСВ�инфекции у человека и модельных
животных, мышей, существуют и значительные
отличия. Главный критицизм моделей на мышах
состоит в том, что РСВ не является естествен�
ным для них патогеном, вследствие чего плохо
реплицируется в их респираторном тракте, по�
этому для индукции патологических изменений
мышей заражают высокими дозами вируса.
Кроме того, РСВ�инфекция у человека часто
сопряжена с выраженным нейтрофильным вос�
палением дыхательных путей; доля этих клеток
в образцах БАЛ достигает 80%, при этом у мы�
шей нейтрофилы не являются доминантными
воспалительными клетками, достигая лишь
20%. Естественная РСВ�инфекция индуцирует
как Th1�, так и Th2�иммунный ответ и сопро�
вождается инфильтрацией респираторного
тракта пациентов эозинофилами, в то время как
у мышей индуцируется лишь Th1�тип иммунно�
го ответа, а эозинофилы в лёгких практически
отсутствуют [48].

Несмотря на вышеуказанные ограничения,
моделирование РСВ�инфекции на мышах поз�
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[35]

[36, 37]

[39]

[40]

[42]

[34]

[38]

[43]

Роль моделей в изучении патогенеза РСВ�инфекции

Доза РСВ, pfu

103–104 pfu

104–106 pfu

106–107 pfu

107 pfu

105 pfu

105 pfu

5 × 104 pfu

5 × 106 ТЦД50

Тип клеток

впервые показана способность РСВ к репродукции в дыхательных путях
мышей: наиболее резистентны к репликации вируса мыши линии
CBA/CaHN, а наиболее чувствительны – мыши линии DBA/2N

описаны патологические изменения в дыхательных путях, вызванные реп�
ликацией РСВ: пик репродукции вируса выявлен в период 3–4 суток после
инфекции (для верхних дыхательных путей) и 4–6 суток (для нижних ды�
хательных путей); репликация вируса происходит в эпителии альвеол, но
не в бронхиальном эпителии; потеря активности и массы тела (до 20%) яв�
ляется интегральным показателем патологии; происходила инфильтрация
легких лимфоцитами и макрофагами, утолщение стенки бронхиол и слу�
щивание респираторного эпителия; формирование гигантских мульти�
ядерных клеток в эпителии бронхов; антитела к РСВ вырабатывались через
2 недели после инфекции

показано, что РСВ�инфекция вызывает гиперреактивность «дыхательных»
путей: вирус достигал пика репликации в дыхательных путях на 3–5 сутки
после инфекции; на 7�е сутки он практически не детектировался; гиперре�
активность бронхов и гиперпродукция слизи достигали пика на 5�е сутки
после инфекции и сохранялись в течение 42 дней; развитие ГРБ статисти�
чески значимо коррелировало с гиперпродукцией слизи и степенью ин�
фильтрации лёгких провоспалительными клетками, но не с вирусной на�
грузкой; патологические изменения ткани лёгких достигали максимума на
4–5 сутки после инфекции и сохранялись в течение 154�х дней; РСВ�ин�
фекция активировала экспрессию провоспалительных цитокинов: TNFα,
IL�6, IFNγ, IL�4, IL�10, KC, MIG, RANTES, MIP�1a, и eotaxin

РСВ вызывал воспаление лёгких и ГРБ, которые были выражены в период
2–10 суток после инфекции; РСВ индуцировал продукцию лейкотриенов,
которые опосредуют гиперсекрецию слизи и ГРБ

был создан химерный штамм РСВ А2 с F�белком из штамма line 19; химер�
ный штамм более интенсивно реплицировался в дыхательных путях по
сравнению со штаммами long и A2, вызывал IL�13�зависимую гиперсекре�
цию слизи и ГРБ, а также в меньшей степени индуцировал IFNα

разные штаммы РСВ вызывают различную степень выраженности патоло�
гии: штамм А2 преимущественно локализовался в альвеолярных регионах
лёгких, в то время как клинические изоляты – в бронхиальном эпителии;
клинические изоляты А2001/2�20 и А2001/3�12 вызывали IL�13�опосредо�
ванную ГРБ и гиперпродукцию слизи, а также более тяжёлую патологию
лёгких в сравнении с лабораторными штаммами; нокаут IL#13 приводил к
существенному снижению гиперсекреции слизи эпителием бронхов мы�
шей, инфицированных изолятами; вероятно, РСВ индуцирует экспрессию
IL�13 не в Th2�клетках, а в альтернативно активированных макрофагах, т.к.
нокаут IL#13 не приводил к увеличению IFNγ в легких инфицированных
мышей

реализована прижизненная визуализация репродукции вируса в дыхатель�
ных путях мышей: пик репродукции РСВ в верхних дыхательных путях
достигался через 3 дня после инфекции, а в нижних – на 4–5 день, при
этом оба лёгких были поражены вирусом в равной степени; в данной дозе
РСВ не вызывал значительных патологических проявлений

показано РСВ�индуцированное развитие ГРБ по IL�13�независомому пу�
ти: РСВ�инфекция вызывала падение массы тела, ГРБ, инфильтрацию лёг�
ких макрофагами и лимфоцитами, но не эозинофилами и нейтрофилами,
и гиперплазию слизепродуцирующих бокаловидных клеток; РСВ вызывал
повышение экспрессии IFNγ и TNFα, но не IL�13, что свидетельствует о
возможности развития ГРБ по IL�13�независимому механизму

Линия мышей;
штамм РСВ

20 линий мышей;
РСВ long

BALB/c; PСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ long

BALB/cJ; РСВ
штамм rA2#line19F

BALB/cJ;
Лабораторные
штаммы: РСВ А2,
РСВ line 19, РСВ
long; Клинические
изоляты РСВ:
А2001/2�20,
А2001/3�12,
A1997/12�35,
A1998/3�2,
A1998/12�21,
A2000/3�4

BALB/c; rHRSV#
Cherry rHRSV#Luc

BALB/c; РСВ А2

Патологические изменения в дыхательных путях при РСВ�инфекции
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Ссылка

[44]

[50]

[51]

[62]

[52]

[72]

[70]

[81]

[63]

Продолжение таблицы

Доза РСВ, pfu

5 × 104 pfu

2 × 105 pfu

107 pfu

105 pfu

106 pfu

106 pfu

108 pfu

105–107 pfu

2,4 × 106 pfu

Тип клеток

впервые показана роль Т�клеток в клиренсе лёгких от РСВ

впервые показана роль Т�клеток в развитии иммунопатологии лёгких пос�
ле РСВ�инфекции: введение Т�клеток инфицированным мышам приводи�
ло к снижению вирусной нагрузки, но усиливались патологические про�
цессы в лёгких

деплеция CD4 и CD8 T�клеток приводила к увеличенной репродукции ви�
руса, при этом признаки патологии ослаблялись

впервые показана роль резидентных CD8 T�клеток памяти (TRM) в антиви�
русной защите лёгких: локальная (интраназальная) иммунизация мышей
антигеном вируса приводила к увеличению количества TRM в лёгких, кото�
рые не вызывали значительной иммунопатологии лёгких в сравнении дру�
гими субтипами Т�клеток памяти; интраназальное введение CD8 TRM ока�
зывало значительный антивирусный эффект, а введение CD4 TRM подавля�
ло экспрессию провоспалительного TNFα и выраженность патологии, но
не влияло на репликацию патогена

показано, что IFNγ и TNFα, продуцируемые CD8 Т�клетками памяти не
влияют на репродукцию вируса, но вызывают иммунопатологию легких:
CD8 T�клетки памяти при отсутствии CD4 T�клеток и антител осущест�
вляли протективный антивирусный эффект, но индуцировали иммунопа�
тологию лёгких при РСВ�инфекции; иммунопатология лёгких развивалась
за счёт продукции IFNγ и TNFα CD8 Т�клетками, т.к. их нейтрализация с
помощью мАт нивелировала иммунопатологию лёгких, при этом не влия�
ла на вирусную нагрузку; TRM�клетки проявляли антивирусный эффект без
индукции иммунопатологии лёгких

показана способность анти�G мАт снижать вирусную нагрузку и выражен�
ность воспаления в лёгких

показана более высокая вируснейтрализующая способность мАт против
сайта Ø белка F в сравнении с мАт против сайта II (экспериментальный
аналог palivizumab)

показана роль STAT1 (транскрипционный фактор, необходимый для пере�
дачи внутриклеточного сигнала от рецепторов IFN I и II) в антивирусной
защите от РСВ�инфекции: нокаут гена STAT1 приводил к увеличению ви�
русной нагрузки в лёгких, усилению ГРБ, гиперпродукции слизи бронхи�
альным эпителием, инфильтрации лёгких провоспалительными клетками;
продукция Muc5ac (главный компонент секрета эпителия бронхов), а так�
же цитокинов IL�5, IL�13, IFNγ и IL�17А возрастала у инфицированных
мышей после нокаута гена STAT1

показана способность РСВ взаимодействовать с TLR�рецепторами и акти�
вировать врождённый иммунитет: нокаут TLR2 и TLR6 приводил к сниже�
нию инфильтрации лёгких нейтрофилами и увеличению вирусной нагруз�
ки; РСВ связывается с TLR2 и TLR6 и активирует NF�κB�зависимую про�
дукцию цитокинов и хемокинов, но не IFN�I; РСВ индуцировал продук�
цию IFN�I макрофагами по TLR3�зависимому пути

Линия мышей;
штамм РСВ

nu/nu BALB/c;
РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

C57BL/6; нокаут�
ные по генам, ко�
дирующим TLR1,
TLR2, TLR4,
TLR6 и MyD88/
РСВ А2

Роль Т�клеток в антивирусной защите и иммунопатологии лёгких

Роль гуморального иммунитета

Роль интерферонов
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[84]

[85]

[91]

[92]

[61]

[41]

[97]

[98]

[99]

Продолжение таблицы

Доза РСВ, pfu

2 × 105 ТЦД50

на г веса тела

2 × 105 ТЦД50

на г веса тела

1,5 × 106 pfu

106 pfu

106 pfu

105–107 pfu

3 × 106 pfu

105 pfu

8 × 105 pfu

Тип клеток

показан аберрантный интерфероновый ответ на РСВ�инфекцию у неона�
тальных мышей, что способствует развитию Th2�опосредованной иммуно�
патологии легких: экспрессия IFNα и IFNβ в лёгких половозрелых мышей
была в 2–4 раза выше в сравнении с неонатальными; количество интерфе�
рон�продуцирующих плазмоцитоидных ДК в лёгких половозрелых мышей
было в 10 раз больше в сравнении с неонатальными; введение IFNα неона�
тальным мышам до инфекции приводило к снижению ГРБ и иммунопато�
логии лёгких, а также к уменьшению количества Th2�клеток и продуциру�
емых ими цитокинов (IL�4 и IL�13), при этом влияния на уровень Th1�ци�
токинов (IFNγ и IL�12) не выявлено

показана двойственная роль IFNα как антивирусного агента и активатора
адаптивного иммунитета: интраназальное введение неонатальным мышам
IFNα приводило к снижению вирусной нагрузки после первичной инфек�
ции и уменьшению воспаления в лёгких после реинфекции; неонатальные
мыши в отличие от половозрелых не продуцируют мукозальные IgA�анти�
тела в дыхательных путях после РСВ�инфекции, однако введение экзоген�
ного IFNα активирует продукцию протективных IgA

интраназальное введение IFNγ снижает вирусную нагрузку в лёгких, но
увеличивает продукцию провоспалительных цитокинов и хемокина (IL�6 и
CXCL1)

показана протективная роль IFNγ в отношении РСВ�инфекции: нокаут ге�
на, кодирующего IFNγ, приводил к увеличению репликации РСВ как пос�
ле первичной, так и после вторичной инфекции

показана благоприятная роль IL�10 в РСВ�индуцированном воспалении
лёгких: РСВ�инфекция вызывает увеличение продукции IL�10 CD4+ и
CD8+ T�клетками респираторного тракта; нокаут гена IL#10 усиливал им�
мунопатологию лёгких, но не влиял на репликацию вируса

впервые показана роль IL�13 в индукции гиперреактивности бронхов при
РСВ�инфекции: оба штамма РСВ (line 19 и А2) индуцировали воспаление в
лёгких, при этом line 19, но не А2 индуцировал экспрессию IL�13, ГРБ и ги�
персекрецию слизи; нокаут гена IL#13 приводил к значительному сниже�
нию ГРБ и гиперсекреции слизи

показана роль TSLP в развитии ГРБ и продукции слизи при РСВ�инфек�
ции: РСВ�инфекция увеличивает экспрессию IL�13 и количество ILC2,
продуцирующих данный цитокин; мыши, нокаутные по гену рецептора
для TSLP (TSLPR), демонстрируют увеличение продукции IL�13, а также
усиление ГРБ и гиперпродукции слизи; нокаут гена TSLPR не влияет на
интенсивность репликации РСВ

показана роль IL�17А в патогенезе РСВ�индуцированного воспаления:
РСВ индуцирует экспрессию гена IL#17A, но не IL#17F CD4+ T�клетками;
нейтрализация IL�17А с помощью мАт или нокаут гена IL#17А не влияют
на ГРБ, но приводят к снижению гиперсекреции слизи и интенсивности
репликации вируса в дыхательных путях; нокаут гена IL#17А приводит к
уменьшению инфильтрации лёгких нейтрофилами

продемонстрирована способность IL�6 и IL�27 подавлять вирус�индуциро�
ванное воспаление: экспрессия IL�6 и IL�27 в респираторном тракте увели�
чивается при РСВ�инфекции; инактивация IL�6 и IL�27 мАт приводила к
увеличению количества CD8 T�клеток, продуцирующих провоспалитель�
ные цитокины TNFα и IFNγ, что усиливало патологические процессы в
лёгких; введение IL�27 способствует созреванию Treg и ослаблению воспа�
лительного процесса

Линия мышей;
штамм РСВ

Неонатальные
BALB/c; РСВ А2

Неонатальные
BALB/c; РСВ А2

Balb/cJ; РСВ line 19

C57BL/6 и
BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

BALB/cJ; РСВ А2,
РСВ line 19

BALB/c; РСВ
штаммы 01/2#20,
12/11#19 и 12/12#6

BALB/c; РСВ line 19

BALB/c; РСВ А2

Роль цитокинов
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воляет воссоздавать основные клинически зна�
чимые проявления патологии: гиперреактив�
ность бронхов, гиперсекрецию слизи, инфильт�
рацию лёгких провоспалительными клетками
(главным образом, лимфоцитами и макрофага�
ми). Исследования, проведённые на этих моде�
лях, внесли значительный вклад в понимание
молекулярных и клеточных механизмов патоге�
неза РСВ�инфекции.

Финансирование. Работа выполнена при
поддержке Российского научного фонда (гранат
№ 18�74�10002).
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пользованием животных в качестве объектов.

Ссылка

[104]

[107]

Окончание таблицы

Доза РСВ, pfu

2 × 105 ТЦД50

на г веса тела

5 × 106 pfu

Тип клеток

показана роль IL�33 в РСВ�инфекции: экспрессия IL�13 и IL�33 в лёгких
неонатальных мышей значительно выше в сравнении с половозрелыми;
при инфекции неонатальных мышей количество ILC2 в лёгких возрастало
в 3–4 раза, что не наблюдалось у половозрелых; нейтрализация IL�33 мАт
у неонатальных мышей приводила к снижению количества ILC2, экспрес�
сии IL�13 и патологии в лёгких, но не влияла на вирусную нагрузку; введе�
ние рекомбинантного IL�33 на фоне РСВ�инфекции усиливало патологи�
ческие процессы в респираторном тракте; нокаут гена, кодирующего ST2�
рецептор для IL�33, полностью нивелировал Th2�опосредованную имму�
нопатологию лёгких при РСВ�инфекции

показана роль гена, кодирующего фактор IRG1, и активных форм кисло�
рода в воспалении легких и повреждении тканей при РСВ�инфекции: ин�
фекция РСВ активирует ген IRG1, регулирующий образование АФК в лёг�
ких; нокдаун гена IRG1 молекулами миРНК уменьшает продукцию АФК в
лёгких и нивелирует воспаление

Линия мышей;
штамм РСВ

Неонатальные
BALB/c; РСВ А2

BALB/c; РСВ А2

Роль АФК
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MOLECULAR AND CELLULAR MECHANISMS
OF RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRAL INFECTION.

UNDERSTANDING HUMAN PATHOLOGY BY MURINE MODELS

Review

I. P. Shilovskiy*, K. V. Yumashev, A. A. Nikolsky, L. I. Vishnyakova, and M. R. Khaitov

National Research Center # Institute of immunology of Federal Medico#Biological Agency,
115522 Moscow, Russia; E#mail: ip.shilovsky@nrcii.ru

Respiratory syncytial virus (RSV) causes severe illness of the lower respiratory tract in infants, immunocompromised
people, and elderly. Despite decades of research, there is no licensed vaccine against RSV, and many therapeutic drugs
are still under development. Detailed understanding of molecular and cellular mechanisms of the RSV infection
pathology can accelerate the development of efficacious treatment. Current studies on the RSV pathogenesis are
based on the analysis of biopsies from the infected patients; however deeper understanding of molecular and cellular
mechanisms of the RSV pathology could be obtained using animal models. Mice are the most often used model for
RSV infection because they exhibit manifestations similar to those observed in humans (bronchial obstruction,
mucous hypersecretion, and pulmonary inflammation mediated by lymphocytes, macrophages, and neutrophils).
Also, the use of mice is economically feasible, and many molecular tools are available for studying RSV infection
pathogenesis at the molecular and cellular levels. This review summarizes new data on the pathogenesis of RSV infec�
tion obtained in mouse models, which demonstrated the role of T cells in both the antiviral defense and the develop�
ment of lung immunopathology. T cells not only eliminate the infected cells, but also produce significant amounts of
the proinflammatory cytokines TNFα and IFNγ. Recently, a new subset of tissue�resident memory T cells (TRM) was
identified that provide a strong antiviral defense without induction of lung immunopathology. These cells accumulate
in the lungs after local rather than systemic administration of RSV antigens, which suggests new approaches to vacci�
nation. The studies in mouse models have revealed a minor role of interferons in the anti�RSV protection, as RSV
possesses mechanisms to escape the antiviral action of type I and III interferons, which may explain the low efficacy
of interferon�containing drugs. Using knockout mice, a significant breakthrough has been achieved in understanding
the role of many pro�inflammatory cytokines in lung immunopathology. It was found that in addition to TNFα and
IFNγ, the cytokines IL�4, IL�5, IL�13, IL�17A, IL�33, and TSLP mediate the major manifestations of the RSV
pathogenesis, such as bronchial obstruction, mucus hyperproduction, and lung infiltration by pro�inflammatory cells,
while IL�6, IL�10, and IL�27 exhibit the anti�inflammatory effect. Despite significant differences between the mouse
and human immune systems, mouse models have made a significant contribution to the understanding of molecular
and cellular mechanisms of the pathology of human RSV infection.

Keywords: molecular mechanisms, respiratory syncytial virus, pathogenesis, experimental models
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У млекопитающих метилирование ДНК является важной эпигенетической модификацией, необходимой
для регуляции экспрессии генов, поддержания стабильности генома и других процессов. При канцерогене$
зе наблюдаются изменения как в генах ДНК$метилтрансфераз (МТаз), так и в паттерне (рисунке) метили$
рования ДНК, и часто они ассоциированы с плохим прогнозом выживаемости пациентов. МТаза DNMT3A
человека, ответственная за de novo метилирование ДНК, является одним из ферментов, в котором часто
происходят мутации уже на ранних стадиях канцерогенеза. Они часто выявляются при злокачественных ге$
матологических заболеваниях, в особенности при остром миелоидном лейкозе (ОМЛ) с преимущественной
распространенностью мутации R882H. Биохимическая характеристика мутантных форм МТазы DNMT3A
необходима для понимания потенциальных последствий этих изменений для функционирования фермен$
та. В обзоре описаны известные на сегодняшний день нарушения в DNMT3A, характерные для ОМЛ, с бо$
лее подробным анализом мутаций в каталитическом домене фермента. Особое внимание уделено молеку$
лярным механизмам функционирования DNMT3A при наличии R882H и менее распространенных мута$
ций как на модельных ДНК$субстратах, так и на линиях опухолевых клеток. Понимание общих закономер$
ностей функционирования DNMT3A при наличии различных мутаций будет способствовать совершен$
ствованию ранней диагностики гематологических заболеваний и персонализированной терапии рака.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ДНК$метилтрансфераза Dnmt3a, метилирование ДНК, мутации, острый миелоид$
ный лейкоз, миелодиспластический синдром, гематологические заболевания.
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ВВЕДЕНИЕ

Метилирование ДНК – важная эпигенети$
ческая модификация, необходимая для регуля$
ции многих клеточных процессов как у прока$
риот, так и у эукариот [1, 2]. У эукариот с мети$
лированием ДНК связаны такие важнейшие
процессы, как регуляция экспрессии генов, за$
щита генома от мобильных генетических эле$
ментов, импринтинг генов, инактивация Х$хро$
мосомы и др. [1, 2]. За метилирование ДНК во
всех организмах ответственны ферменты се$

мейства ДНК$метилтрансфераз. У эукариот
ДНК$метилтрансферазы (МТазы) Dnmt1,
Dnmt3a и Dnmt3b осуществляют перенос ме$
тильной группы с кофактора S$аденозил$L$ме$
тионина (AdoMet) на атом углерода С5 в остат$
ке цитозина в CpG$последовательности ДНК
[1]. Dnmt3a и Dnmt3b ответственны за de novo
метилирование ДНК. Таким образом, они соз$
дают паттерн (рисунок) метилирования, заклю$
чающийся в определенном чередовании мети$
лированных и неметилированных CpG$после$
довательностей и поддерживающийся далее
МТазой Dnmt1 [2]. Метилирование ДНК явля$
ется важной эпигенетической модификацией, в
результате которой повторяющиеся и мобиль$
ные элементы генома (транспозоны, эндоген$
ные ретровирусы и микросателлиты) метилиро$
ваны, а так называемые CpG$островки в про$
моторных участках генов в основном не мети$
лированы [3]. Аберрантное метилирование (на$
рушение паттерна метилирования) является од$

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : МДС – миелодиспласти$
ческий синдром; МТаза – ДНК$метилтрансфераза;
ОЛСТ – острый лейкоз смешанного типа; ОМЛ – острый
миелоидный лейкоз; ADD – ATRX$DNMT3A/3B$
DNMT3L$домен; AdoHcy – S$аденозил$L$гомоцистеин;
AdoMet – S$аденозил$L$метионин; Dnmt3a$CD – катали$
тический домен ДНК$метилтрансферазы DNMT3A;
PWWP – Pro$Trp$Trp$Pro$домен; TRD – узнающий домен.

* Адресат для корреспонденции.
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ним из факторов, вовлеченных в патогенез
многих заболеваний, в том числе приводящих к
канцерогенезу [4, 5]. Этот процесс сопряжен с
изменениями в самих МТазах.

Обнаружено, что при канцерогенезе МТаза
DNMT3A человека является одним из фермен$
тов, в котором наиболее часто происходят мута$
ции уже на ранних стадиях гематологических за$
болеваний [4, 6–8]. В частности, при развитии
острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) выявлен
ряд точечных мутаций в DNMT3A [8–12]. Опуб$
ликовано большое количество исследований по
структурно$функциональным особенностям
мутантных форм DNMT3A, выявляемых при
ОМЛ, затрагивающих также и обусловленные
этими особенностями изменения в метилирова$
нии ДНК. Чаще всего мутация происходит в
триплете, кодирующем R882, что приводит к за$
мене R на H, и эта мутация активно изучается с
точки зрения влияния на активность DNMT3A
[13–16]. Однако если вопрос о последствиях
данной мутации, сказывающихся на функцио$
нировании DNMT3A, подробно исследован, то
вопрос о том, является ли предложенный моле$
кулярный механизм одним из триггерных нару$
шений в клетке, до сих пор остаётся дискусси$
онным [14–17]. Другие мутации, часто встреча$
ющиеся при развитии лейкоза (так называемые
«не$аргининовые»), менее изучены как с точки
зрения их влияния на работу фермента, так и с
точки зрения обнаружения связи между мутаци$
ей и нарушениями в паттерне метилирования,
присущими опухолевым клеткам. Систематиза$
ция накопленных данных по биохимической ха$
рактеристике мутантных форм МТазы DNMT3A
необходима для понимания потенциальных
последствий этих изменений для функциониро$
вания фермента, а также для выявления наблю$
даемых противоречий и определения перспек$
тив дальнейших исследований и использования
в медицинской практике. В обзоре будет рас$
смотрено влияние точечных мутаций в гене
МТазы DNMT3A, выявляемых при гематологи$
ческих заболеваниях, на ее функционирование.
Особое внимание будет уделено мутациям, об$
наруженным при ОМЛ в каталитическом доме$
не фермента.

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ О ФЕРМЕНТЕ:
СТРОЕНИЕ И ФУНКЦИИ DNMT3A

Все эукариотические МТазы (Dnmt1 и се$
мейство Dnmt3) имеют две функциональные
части: протяженный N$концевой регуляторный
фрагмент и меньший по размеру C$концевой ка$
талитический домен [1, 18–23]. N$Концевой

фрагмент содержит несколько доменов, выпол$
няющих регуляторные функции и обеспечиваю$
щих привлечение МТаз к хроматину [20, 24].

В семейство DNMT3 человека (обозначается
Dnmt3 – у всех млекопитающих) входят МТаза
DNMT3A, её укороченная изоформа DNMT3А2
и МТаза DNMT3B, а также регуляторный фак$
тор DNMT3L (рис 1). DNMT3A представляет
собой белок, содержащий 912 а.о., высоко кон$
сервативный у позвоночных и имеющий гомо$
логию 98% у человека и мыши. Соответствую$
щий ген локализован на хромосоме человека
2р23 [20]. Регуляторный фрагмент в случае фер$
ментов DNMT3 содержит два важных домена,
отвечающих за взаимодействие с хроматином:
Pro$Trp$Trp$Pro (PWWP$домен) и ATRX$
DNMT3A/3B$DNMT3L (ADD$домен) (рис. 1) [1].
PWWP$домен обеспечивает привлечение МТаз
DNMT3A и DNMT3B к хроматину путём специ$
фического взаимодействия с хвостом гисто$
на Н3, содержащим триметилированный оста$
ток K36 (H3K36me3). ADD$Домен специфичес$
ки узнает и связывается с хвостом гистона Н3,
не метилированного по остатку K4 (H3K4me0),
а также является посредником во взаимодей$
ствии с различными белковыми факторами и
участвует в аллостерическом контроле актив$
ности МТазы DNMT3A [22].

В изоформе DNMT3A2, отличающейся уко$
роченной регуляторной частью, участок а.о.
1–212 заменён на 24 другие аминокислоты, ос$
тальная часть молекулы полностью совпадает с
основной формой DNMT3A [20] (рис. 1). Роль
N$концевого сегмента, отсутствующего у
DNMT3A2, до конца не ясна, однако есть пред$
положения, что он участвует в таргетировании
DNMT3A к CpG$островкам [21]. Изоформы
DNMT3A и DNMT3A2 в клетках тканей челове$
ка не экспрессируются одновременно, и, как
правило, экспрессируется DNMT3A [20, 21].
В эмбриональных стволовых клетках экспрес$
сируется DNMT3A2, но при дифференцировке
происходит подавление экспрессии DNMT3A2
и активация экспрессии DNMT3A [20, 21]. Ин$
тересно, что, по некоторым данным, при ОМЛ у
отдельных пациентов выявляют транскрипт, со$
ответствующий DNMT3A2, характерный для
эмбриональных клеток, в то время как в нор$
мальных миелобластах выявляют транскрипт,
соответствующий DNMT3A [25].

C$Концевой домен отвечает за метилирую$
щую активность ферментов; он схож у всех
МТаз, включая прокариотические, и содержит
десять высоко консервативных мотивов, игра$
ющих ключевую роль в реакции метилирования
ДНК [20, 23] (рис. 2). C$Концевой домен
(Dnmt3a$CD) может функционировать без ре$
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гуляторной части МТазы [1]. Dnmt3a$CD мыши
часто используют как модель DNMT3A$СD че$
ловека. Для прокариотических МТаз известно,
что реакция метилирования ДНК включает
несколько ключевых стадий: 1) образование
комплекса МТаза–ДНК–AdoMet, 2) выпетли$
вание цитозина$мишени из двойной спирали
ДНК, 3) образование ковалентной связи между
цитозином$мишенью и ферментом в переход$
ном комплексе, 4) перенос метильной группы с
AdoMet на цитозин, 5) диссоциация комплекса
и высвобождение продуктов реакции [26, 27].
Предполагается, что эукариотические МТазы
действуют по аналогичному механизму
[1, 20–23]. Аминокислотные остатки, участвую$
щие в выпетливании цитозина$мишени, распо$
ложены в области узнающего домена (TRD,
Target Recognition Domain) и мотивах IV, VI
и VIII. Мотивы I–III образуют вместе сайт свя$
зывания кофактора AdoMet. Мотивы IV и VI
необходимы для осуществления самой реак$
ции, при этом мотив IV содержит инвариант$
ный остаток цистеина, который атакует цито$
зин$мишень, в результате чего образуется кова$
лентный ДНК$белковый интермедиат [23].
Между мотивами VIII и IX находится вариа$
бельная область TRD, участвующая в узнава$
нии определенной нуклеотидной последова$
тельности в ДНК (CpG – в случае эукариоти$
ческих ферментов) [1, 20, 23]. Следует отметить,
что в случае эукариотической Dnmt3a имеется
предпочтение к определенным нуклеотидным
последовательностям, фланкирующим CpG$
сайт [21].

Для работы МТаз Dnmt3a и Dnmt3b в клет$
ках млекопитающих необходимо присутствие
регуляторного фактора Dnmt3$like (Dnmt3L)
[20, 27]. Dnmt3L частично гомологичен упомя$
нутым МТазам, но не содержит PWWP$домена и
не активен каталитически (рис. 1) [20, 28]. При
метилировании ДНК МТаза Dnmt3a (или
Dnmt3b) образует активный тетрамер с Dnmt3L
[20]. На примере комплекса DNMT3A–
DNMT3L человека видно, что тетрамер состоит
из двух димеров c субъединицами DNMT3A в
центре и субъединицами DNMT3L по краям,
при этом ДНК располагается в центре комплек$
са, а общая структура напоминает бабоч$
ку (рис. 3) [20, 28, 29]. Таким образом, в комп$
лексе присутствуют два активных центра, за счет
чего возможно метилирование обеих цепей
ДНК.

При метилировании не имеющая жёсткого
закрепления каталитическая петля движется по
малой бороздке ДНК, и Dnmt3L способствует
стабилизации её положения, тем самым повы$
шая каталитическую активность МТазы. Кроме
того, в свободном комплексе Dnmt3a–Dnmt3L
в области TRD наблюдается недостаток элект$
ронной плотности, что повышает сродство к
отрицательно заряженной ДНК и повышает ус$
тойчивость образующегося комплекса при вза$
имодействии с большой бороздкой ДНК
[28, 29]. Для МТаз млекопитающих в комплек$
се Dnmt3a–Dnmt3L наблюдаются два типа бе$
лок$белковых взаимодействий: гидрофобные
между четырьмя остатками P в так называе$
мом FF$интерфейсе при контакте Dnmt3a с
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Рис. 1. Строение ДНК$метилтрансфераз человека семейства DNMT3, а также регуляторного фактора DNMT3L. Области,
ответственные за одинаковые функции, отмечены одним и тем же цветом, PWWP$домен выделен каштановым, ADD –
малиновым, каталитический домен – бледно$желтым; N$концевой участок DNMT3A – светло$зеленым. Высоко консер$
вативные мотивы в каталитическом домене отмечены черным. Справа указано число аминокислотных остатков в белках.
(С цветными вариантами рис. 1–6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)
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Dnmt3L и полярные – за счёт водородных свя$
зей между остатками R и D в RD$интерфейсе
при контакте Dnmt3a с другой молекулой
Dnmt3a, когда формируется сайт связывания
ДНК (рис. 3) [1]. Оба интерфейса вместе необ$
ходимы для правильного связывания кофакто$
ра AdoMet и правильного функционирования
фермента [29, 30]. Однако отсутствие Dnmt3L в
системе не является критичным для Dnmt3a,
так как в этом случае МТаза способна образо$
вывать аналогичные активные тетрамеры сама
с собой [20, 27].

НАРУШЕНИЯ В МЕТИЛИРОВАНИИ
ДНК ПРИ ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИХ

ЗАБОЛЕВАНИЯХ

При развитии онкологических заболеваний
происходят различные нарушения, ассоцииро$
ванные с метилированием ДНК (аберрантное
метилирование) и с МТазой DNMT3A (точеч$
ные мутации в гене DNMT3A и гиперэкспрес$
сия DNMT3A) [4–7].

Нарушения паттерна метилирования ДНК
могут происходить уже на ранних стадиях разви$
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Рис. 2. Выравнивание аминокислотных последовательностей каталитических доменов МТаз человека (DNMT3A и
DNMT3B), мыши (Dnmt3a и Dnmt3b) и прокариотических МТаз (HhaI и HaeIII). Отмечены консервативные мотивы I–X.
Отрицательно заряженные аминокислоты даны на красном фоне, положительно заряженные – на салатовом, гидрофоб$
ные – на синем, ароматические – на фиолетовом, алифатические – на зелёном, S/T – на голубом, H – на темно$жёлтом.
Высоко консервативные аминокислоты отмечены звездочками под последовательностью, консервативные – двумя точ$
ками, часто сохраняющиеся – одной точкой
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Рис. 3. Структура комплекса DNMT3A–DNMT3L с 25$звенным ДНК$дуплексом, содержащим два CpG$сайта, и с двумя
молекулами S$аденозил$L$гомоцистеина (AdoHcy) в активных центрах Dnmt3a (PDB: 5YX2). ДНК и AdoHcy даны в струк$
турном представлении, окрашены оранжевым и красным соответственно; DNMT3A и DNMT3L – в ленточном представ$
лении, окрашены голубым и темно$серым соответственно; отмечены области RD$ и FF$интерфейсов

Рис. 4. Частота нарушений в DNMT3A при онкологических заболеваниях различного типа (построено с помощью базы
данных CBioPortal [8]). Зеленые столбцы соответствуют точечным мутациям, красные – амплификации, синие – делеци$
ям, фиолетовые – транслокациям, черный – множественным перестройкам. Заболевания с частотой менее 2% не приве$
дены
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тия онкологических заболеваний, сопутствуя их
прогрессии [5, 6, 31–37]. Для опухолевых клеток
характерно обширное гипометилирование пов$
торяющихся и мобильных элементов генома,
сопровождающееся локальным гиперметилиро$
ванием отдельных участков ДНК [5, 38]. Чаще
всего наблюдается гиперметилирование промо$
торных участков генов$супрессоров опухолей и
других генетических локусов, важных для запус$
ка внутриклеточных процессов апоптоза, конт$
роля клеточного цикла и обеспечения стабиль$
ности генома [5, 6, 38]. Интересно отметить, что
локус, который в нормальных клетках частично
метилирован, может быть гиперметилирован в
одних типах опухолей и гипометилирован – в
других [5, 38]. При развитии гематологических
заболеваний (и ОМЛ, в частности) большинство
опухолевых клеток экспрессируют мутантную
форму DNMT3A, и при этом наблюдаются на$
рушения паттерна метилирования [5, 31, 33–35,
39]. Однако между этими событиями не уста$
новлена однозначная причинно$следственная
связь. В исследовании больших групп пациен$
тов (более 300 человек) на основании определе$
ния паттерна метилирования было выявлено
16 подтипов ОМЛ, а также построен классифи$
катор 15$ти типов нарушений метилирования
для предсказания выживаемости пациентов с
тем или иным подтипом ОМЛ [33].

Нарушения в гене DNMT3A бывают не$
скольких типов: неправильный сплайсинг,
сдвиг рамки считывания и появление мутаций,
среди которых последний занимает лидирую$
щую позицию при онкозаболеваниях [6, 8]. Из$
вестно, что мутации являются характерными
маркерами многих онкологических заболеваний
и вносят вклад в трансформацию нормальных
клеток [4]. Согласно базе данных CBioPortal,
мутации в гене DNMT3A присущи многим онко$
заболеваниям и составляют 1,8% от всех извест$
ных случаев нарушений в ферменте (176 иссле$
дований, 44 347 пациентов); из них 77% прихо$
дится именно на точечные мутации [8] (рис. 4).

Мутации в DNMT3A играют важную роль в
патогенезе гематологических заболеваний (ОМЛ,
миелодиспластического синдрома (МДС) и
миелопролиферативных новообразований) [6].
Полноэкзомное секвенирование выявило нали$
чие точечных мутаций в гене DNMT3A и нару$
шение паттерна метилирования ДНК в 20,5%
случаев у пациентов с ОМЛ (более 100 чело$
век) [34]. При изучении обнаруженных мутант$
ных форм DNMT3A в культурах клеток для не$
которых из них отмечены пониженная актив$
ность и нарушенное сродство к гистону H3 [34].
Наблюдалась связь выявленных нарушений с
прогрессией онкозаболевания. Эти данные

подтверждаются более поздним исследованием,
включавшим 110 онкопациентов и 15 здоровых
людей (контрольная группа), в котором выяви$
ли точечные мутации в DNMT3A у 2,7% паци$
ентов [35]. Было показано, что эти мутации ока$
зывали влияние на уровень экспрессии генов,
вовлечённых в развитие ОМЛ. Более подробно
точечные мутации будут обсуждаться в следую$
щем разделе.

По данным CBioPortal [8], гиперэкспрессия
DNMT3A наблюдается в случае многих онкоза$
болеваний (рис. 5, см. ниже). Гиперэкспрессия
DNMT3A ассоциирована с плохим прогнозом
выживаемости [4, 36, 37, 40–42]. Гиперэкспрес$
сия МТаз семейства DNMT3 вовлечена в регу$
ляцию пролиферации клеток карциномы пече$
ни, а также играет ключевую роль в инактива$
ции гена$супрессора опухолей BRCA1 в клетках
рака молочной железы [43, 44]. Кроме того, ги$
перэкспрессия DNMT3A часто сопровождается
пониженной экспрессией других ферментов из$
за гиперметилирования их промоторов, напри$
мер факторов ESR1/PGR при развитии эндо$
метриоидной карциномы [40]. В таком случае
уровень экспрессия DNMT3A может являться
потенциальным маркером выживаемости паци$
ентов [40]. По последним данным, гиперэкс$
прессия DNMT3A коррелирует с морфологи$
ческими нарушениями в опухолевых клетках, а
также может быть сопряжена с нарушениями
дифференцировки клеток [41].

Биоинформатический анализ данных по
экспрессии DNMT3A в системе CBioPortal, поз$
воляющий выявить опухоли с гиперэкспрессией
фермента на основании расчёта z$фактора по
всем имеющимся в системе данным [8], свиде$
тельствует о том, что при ОМЛ по сравнению с
другими онкозаболеваниями диапазон увеличе$
ния уровня экспрессии DNMT3A составляет
примерно 4 порядка (рис. 5). Смещение столб$
ца, соответствующего характеристикам опухо$
левых клеток по уровню экспрессии DNMT3A
при ОМЛ в правую область гистограммы, позво$
ляет заключить, что гиперэкспрессия DNMT3A
наиболее ярко выражена именно при ОМЛ. При
этом наряду с гиперэкспрессией DNMT3A наб$
людаются также и мутации в гене DNMT3A
[5, 37].

Интересно, что гиперэкспрессия DNMT3A
без мутаций является одной из нескольких при$
чин инициации гиперметилирования ДНК при
развитии онкозаболеваний [5]. Гиперметилиро$
вание ДНК в сочетании с повышенной актив$
ностью DNMT3A без мутаций является харак$
терным маркером онкозаболеваний и заболева$
ний, поражающих сосуды и ткань мозга [5].
К сожалению, подробных исследований послед$
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ствий гиперэкспрессии мутантных форм
DNMT3A не проводилось, но известно, что при
развитии ОМЛ гиперэкспрессия мутантной
формы DNMT3A2 приводит к повышению про$
лиферативной активности опухолевых кле$
ток [25].

Мутации в каталитическом домене DNMT3A
при ОМЛ. Суммируя данные по DNMT3A, мож$
но выделить две группы мутаций в ферменте,
сопутствующих разным типам заболеваний [4,
6]. К первой группе относятся мутации в катали$
тическом домене МТазы, которые наблюдаются
в основном при развитии гематологических за$
болеваний и ОМЛ, в частности [8, 9, 45]. Вторая
группа включает в себя мутации в PWWP$ и
ADD$доменах N$концевого регуляторного
фрагмента, встречающиеся чаще при иных ти$
пах онкологических заболеваний [4, 6, 45].

Как видно из распределения на рис. 6, при
развитии ОМЛ точечные мутации в PWWP$ и
ADD$доменах немногочисленны (зеленые точ$
ки), чаще образуются делеции (черные точ$
ки) [8, 45]. Изучение мутаций в этих доменах
представляет интерес с точки зрения их влияния
не только на метилирование ДНК и функцио$
нирование генов, но и на взаимодействие
DNMT3A с гистоновыми белками в клетке.
В основном исследованы мутантные формы
DNMT3A, найденные у больных с наследствен$
ными заболеваниями [45]. В этом случае немно$
гочисленные биохимические данные свидетель$
ствуют о нарушениях взаимодействия таких му$
тантных форм DNMT3A c хвостами гисто$
нов [33, 45].

Основная же часть мутаций (более 50%) при$
ходится на каталитический домен DNMT3A [4,
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Рис. 5. Экспрессия DNMT3A при различных типах онкологических заболеваний (данные CBioPortal [8]). Ось абсцисс от$
ражает тип онкологического заболевания, ось ординат – уровень мРНК, соответствующей гену DNMT3A в клетках онко$
пациентов. Темно$зелёными и зелёными кружками отмечена экспрессия DNMT3A с точечными мутациями, голубыми –
DNMT3A без мутаций, черными – делеции, фиолетовыми – транслокации
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6, 8, 37, 45] (рис. 6, зелёные точки), поэтому да$
лее мы сосредоточимся на более подробном их
рассмотрении.

Мутация остатка R882. В каталитическом
домене DNMT3A можно выделить несколько
аминокислотных остатков, замена которых ча$
ще всего происходит при развитии ОМЛ:
R882 (58%), R736 (2%), H631 (~1%) и
G543 (~1%) [8, 9, 10] (рис. 6). На сегодняшний
день наиболее подробно изученной является
лишь «горячая точка мутагенеза» – остаток R882
заменяется чаще всего на остаток H (~40% всех
случаев) или C (~11%) [9]. Эта мутация, как и
другие в DNMT3A у онкопациентов, является
соматической и присутствует в опухолевых
клетках в одном аллеле [9].

Структурно/функциональный аспект. В 2014 г.
Russler$Germain et al. [13] было установлено,
что мутация R882H попадает в область по$
лярного RD$интерфейса, формирующегося
за счёт «гомодимерного» взаимодействия
DNMT3A–DNMT3A в тетрамере (рис. 3), и на$
рушает образующиеся там контакты. Таким об$
разом, нарушается способность МТазы образо$
вывать активные тетрамеры, что приводит к
80% потере метилирующей активности фер$
мента [13]. Эти данные коррелируют с исследо$
ваниями с использованием Dnmt3a мыши, ука$
зывающими, что мутация R878H (соответству$
ет R882H в DNMT3A) приводит к снижению
каталитической активности фермента [37].
Кроме того, наличие такой замены влияет на
способность фермента связываться с ДНК [37].
Исследования 2018–2020 гг. выявили новый ас$
пект возможного влияния мутации R882H:
у ферментов с мутациями изменяются пред$
почтительные нуклеотидные последователь$
ности, фланкирующие CpG$сайт метилирова$
ния [15, 17]. Anteneh et al. [17] продемонстри$

ровали различными методами, включая РСА,
что замена R882 на H приводит к изменениям
во взаимной ориентации RD$интерфейса и уз$
нающей петли из TRD$домена относительно
друг друга, что, в свою очередь, приводит к на$
рушению способности DNMT3A–R882H узна$
вать CpG$сайт в оптимальном нуклеотидном
контексте.

Мутация R882 в опухолевых клетках. В 2019 г.
было обнаружено, что мутация R882H приводит
в клетках к стабилизации протяженных олиго$
меров DNMT3A со сниженной каталитической
активностью, что и может являться одной из ме$
ханистических причин прогрессии лейкоза [16].
Кроме того, исследования in vivo показали, что в
опухолевых клетках практически полностью по$
давлена экспрессия DNMT3B, таким образом,
наблюдаемые нарушения паттерна метилирова$
ния в миелобластах связаны именно с функцио$
нированием DNMT3A [13].

Для R882H была выдвинута гипотеза о су$
ществовании связи между характерным для
ОМЛ нарушенным паттерном метилирования,
не наблюдающимся при других типах онкологи$
ческих заболеваний, и мутацией R882H в
DNMT3A [39]. Было проведено полногеномное
бисульфитное секвенирование ДНК клеток$
предшественников (бластных опухолевых кле$
ток) и нормальных клеток крови, экспрессиру$
ющих DNMT3A дикого типа или с мутаци$
ей R882H/С, и определена степень метилирова$
ния ДНК в CpG$островках и вне таких остров$
ков [39]. Оказалось, что мутация R882H/C в мие$
лобластных клетках приводит к гипометилиро$
ванию CpG$островков, фактически удаляя их
гиперметилирование, которое наблюдается в
этих клетках в отсутствии мутации. Мута$
ция R882H/C в здоровых клетках вызывает ги$
пометилирование СрG. Было сделано предпо$
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Рис. 6. Схема DNMT3A человека с распределением нарушений, сопутствующих ОМЛ (построено с помощью базы дан$
ных CBioPortal [8], 1278 пациентов в выборке). Темно$зеленым цветом отмечены точечные мутации, черным – укорочен$
ные формы, высота каждого столбика отражает количество пациентов с данным нарушением. Указаны три главных доме$
на фермента: PWWP$ (292–350 а.о., зеленый цвет), ADD$ (482–614 а.о., синий цвет) и каталитический (634–912 а.о., ро$
зовый цвет)
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ложение, что гиперметилирование может играть
роль результата неудачных попыток организма
ограничить пролиферацию лейкозных клеток, а
наличие мутации R882H/C в DNMT3A приво$
дит к серьёзному нарушению этого процесса,
что, в свою очередь, может инициировать про$
цесс трансформации [39]. Это согласуется с ис$
следованием Russler$Germain et al. [13], где было
показано, что при ОМЛ наблюдается гиперэкс$
прессия DNMT3A дикого типа и с мутаци$
ей R882H/C, а паттерн метилирования ДНК за$
висит от того, какой именно фермент присут$
ствует в клетках. Показано, что в лейкозных
клетках с DNMT3A дикого типа происходит ги$
перметилирование ДНК, а с мутацией
R88H/C – гипометилирование. При продукции
обоих ферментов одновременно наблюдается
даже большее снижение активности DNMT3A,
чем в случае присутствия одного только
R882H/C. Таким образом, полученные результа$
ты свидетельствуют о доминантно$негативной
роли мутации R882H в DNMT3A, то есть о том,
что в гетерозиготных по DNMT3A клетках с
ОМЛ продукция DNMT3A–R882H/C способ$
ствует подавлению экспрессии DNMT3A дико$
го типа. Однако есть данные, опровергающие
доминантно$негативную гипотезу. Так, в опытах
на клеточных культурах со смешанными тетра$
мерами DNMT3A–R882H наблюдаемые доми$
нантно$негативные эффекты не обнаруживают$
ся [14]. Более того, активность этих смешанных
комплексов оказалась даже чуть выше ожидае$
мой для них (с учётом декларированной потери
метилирующей активности [13]) и приводила к
гиперметилированию. Таким образом, вопрос о
доминантно$негативной роли DNMT3A с мута$
цией R882H в прогрессии ОМЛ остаётся дискус$
сионным.

Мутации «не�аргининового» типа. Наряду с
мутацией R882H/C в каталитическом домене
DNMT3A имеются многочисленные мутации,
которые встречаются только у 1–5% пациентов
с ОМЛ и достаточно разнообразны по своей
природе (рис. 6) [4, 9, 12]. На данный момент
времени «не$аргининовые» мутации менее под$
робно изучены с точки зрения их влияния на
функционирование DNMT3A, чем R882H/C, и
если в случае мутации R882H под нарушение
метилирования подведен структурный базис, то
для «не$аргининовых» мутаций такая информа$
ция отсутствует [10, 17]. Далее приводится ана$
лиз посвященных им исследований как с ис$
пользованием модельных ДНК$субстратов, так
и на клеточных линиях.

С точки зрения установления молекулярной
основы наблюдаемых эффектов, мутации удоб$
но разбить по группам в соответствии с функци$

онально значимыми областями DNMT3A: а.о.,
участвующими в связывании с ДНК, интерфей$
сами RD и FF, а также с консервативными моти$
вами I–X.

ДНК/связывающие аминокислотные остат/
ки. Эти остатки расположены в каталитической
петле DNMT3A (G707–К721) и в петле в
TRD (R831–F848) [29]. Некоторые из них (S714,
V716, P718, R792, T835, N838, R836 и K841) под$
вергаются мутациям при ОМЛ [29]. Наиболее
подробно изучено влияние мутации остат$
ка S714, расположенного в каталитической пет$
ле DNMT3A, на функционирование фермен$
та [29, 46, 47]. Показано снижение метилирую$
щей активности полноразмерной DNMT3A че$
ловека с этой мутацией, что согласуется с таким
же эффектом в случае соответствующей мута$
ции (S124С) в Dnmt3a$CD мыши [29, 46, 47].
Активность фермента частично восстанавлива$
лась в присутствии регуляторного фактора
Dnmt3L [29, 47]. Согласно структуре комплекса
DNMT3A с ДНК$дуплексом, остаток S714 обра$
зует контакты с углеводофосфатным остовом
вблизи цитозина$мишени [29]. Этот факт, а так$
же отсутствие ковалентного интермедиата реак$
ции метилирования при взаимодействии мутант$
ной формы фермента с ДНК позволил
Khrabrova et al. [46] сделать предположение, что
S714 играет важную роль в выпетливании цито$
зина$мишени из двойной спирали, а при заме$
не C на S, вероятно, этот процесс нарушается.
В случае мутаций V716D, R792H, P718L, N838D,
R836W, T835M и K841E было показано значи$
тельное снижение метилирующей активности
DNMT3A без дальнейшего изучения молеку$
лярного механизма [29].

Интерфейсы RD и FF. В области FF$интер$
фейса (рис. 3) (контакт DNMT3A с DNMT3L)
мутациям подвергаются остатки R736, R729,
P904 и R771 [8, 10]. В случае мутаций R736H,
R729W и P904L метилирующая активность
DNMT3A снижается, а в случае Dnmt3a мыши
для мутации R146H (соответствует R736H чело$
века) – полностью отсутствует [46–48]. Добав$
ление в систему регуляторного фактора Dnmt3L
увеличивало активность мутантных форм
R736H и P904L, но не R729W [47, 48]. Исследуя
причины этого явления, Sandoval et al. [47] и
Holz$Schietinger et al. [48] установили, что заме$
на R729W приводит к димеризации DNMT3A
без дальнейшего присоединения субъединиц
DNMT3L, а все остальные замены – к образова$
нию менее активных тетрамеров, чем в случае
DNMT3A дикого типа. Таким образом, в слу$
чае R729W, R736H и P904L выявлено возможное
нарушение важных контактов в области взаимо$
действия DNMT3A и DNMT3L [47, 48].
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Отдельно следует рассмотреть остаток R771,
в случае которого выявлены замены на L, P, G
или Q [8]. При замене R на L, P и G наблюдает$
ся снижение каталитической активности
DNMT3A, которая полностью (R771L) или час$
тично (R771P и R771G) восстанавливается при
добавлении регуляторного фактора DNMT3L
[47, 48]. Эти наблюдения предполагают, что в
случае мутации остатка R771 также происходит
нарушение контактов в области взаимодействия
DNMT3A и DNMT3L, как и в случае остат$
ков R736 и P904 [47, 48]. Интересно, что заме$
на R771Q, наоборот, приводит к повышению ак$
тивности DNMT3A, которая усиливается в при$
сутствии DNMT3L [47]. На этом примере стано$
вится очевидно, что замена аминокислоты в од$
ной и той же позиции на аминокислоты с отлич$
ными от исходных свойствами каждый раз даёт
различный результат.

Для мутаций R771Q и R736H, расположен$
ных в FF$интерфейсе, а также для мута$
ции W893S, попадающей в область RD$интер$
фейса (рис. 3), показан удивительный факт: в
случае субстратов с большим содержанием CpG
и субстратов, не содержащих CpG, отсутствова$
ло различие в метилировании ДНК [47]. В связи
с этим Sandoval et al. [47] впервые поднимают
вопрос о способности DNMT3A с мутациями к
неспецифическому («не$CpG») метилированию
ДНК. Подобный эффект, по всей видимости,
необходимо проверить для каждой конкретной
мутации.

Консервативные мотивы I–X. Следует выде$
лить остатки R635 и F752, мутирующие при
ОМЛ [8]. R635 находится в пределах консерва$
тивного мотива I (рис. 2), вовлечённого в связы$
вание с AdoMet, и для него характерны замены
на W и G [1, 8]. На модельной системе с исполь$
зованием каталитического домена МТазы
Dnmt3a$CD мыши в случае мутации R45W
(R635W у человека) показана полная потеря ме$
тилирующей активности и способности связы$
ваться с ДНК [46]. Для мутации R635G в полно$
размерной человеческой DNMT3A наблюда$
лось снижение активности фермента либо её
полная потеря в зависимости от количества
CpG$сайтов в протяжённых ДНК$субстра$
тах [47]. Возможно, остаток R635 важен для спо$
собности МТазы связывать AdoMet, и мута$
ция R635W нарушает этот процесс [46].

Остаток F752 расположен рядом с важной
для катализа ENV$последовательностью моти$
ва VI (рис. 2), и для него характерна заме$
на на V [8]. Показано, что мутация F162V в
Dnmt3a$CD мыши (F752V у человека) приводит
к полной потере активности фермента, в том
числе и в присутствии Dnmt3L, и к ухудшению

связывания с ДНК более чем в 3 раза [46]. Веро$
ятно, замена F на V создаёт стерическое препят$
ствие, которое может повлиять на взаимодей$
ствие аминокислот из мотива VI (ENV) с цито$
зином$мишенью.

Вне консервативных мотивов. В работе
Khrabrova et al. [46] на модельной Dnmt3a$CD
мыши была исследована мутация P187R (P777R
у человека), не попадающая в функционально
значимые области МТазы, но представляющая
интерес с точки зрения значительных различий
в структуре и свойствах заменяемых аминокис$
лот. Показано снижение каталитической актив$
ности и ухудшение способности связывания с
ДНК этой мутантной формы [46]. Авторы этой
работы заключили, что мутация P187R может
критическим образом нарушать третичную
структуру DNMT3A и приводить к наблюдае$
мым эффектам.

Следует отметить, что в рассмотренных ис$
следованиях на модельных системах использо$
вали различные ДНК$субстраты: короткие с од$
ним или многими CpG$сайтами или протяжён$
ные, тоже с разным количеством CpG$сай$
тов [29, 46, 47]. Зачастую получаемые данные
для одной и той же мутантной формы варьируют
в зависимости от использованного ДНК$
субстрата и даже противоречат друг другу. Воз$
можно, именно со строением субстрата связаны
наблюдаемые различия в метилирующей актив$
ности для мутантных форм R771Q, R736H
и P904L [46, 47].

Мутации «не/аргининового» типа в опухоле/
вых клетках. Подобных исследований немного,
и их результаты не всегда согласуются с данны$
ми, полученными вне клеточных культур
[29, 47]. В частности, описанные результаты с
использованием модельных ДНК$субстратов
хорошо коррелируют с данными, полученными
на клеточных линиях для S714C [47], а так$
же R836W, V716D, R792H и K841E [29]. Однако
для мутации R771Q подобная корреляция отсут$
ствует, и наблюдаемые эффекты зависят от ис$
пользуемой системы: активность фермента при
использовании модельных ДНК$субстратов по$
вышается, а в случае эмбриональных стволовых
клеток наблюдается противоположный эф$
фект [47].

Подводя итоги, можно заключить, что прак$
тически все точечные мутации «не$аргининово$
го» типа в каталитическом домене DNMT3A,
выявленные при ОМЛ, приводят к полной или
частичной потере метилирующей активности
этой МТазы. Лишь для S714C и R729W установ$
лен молекулярный механизм, лежащий в основе
снижения активности фермента. Для других му$
тантных форм DNMT3A установленного моле$
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кулярного механизма нет, но прослеживается
несколько факторов, определяющих работу
МТазы. Для мутаций R771Q/L/P/G/H и
R635W/G наблюдается зависимость активности
мутантной формы DNMT3A от химической
природы заменяемых и заменяющихся амино$
кислот. Кроме того, мутации R771Q, R736H
и W983S демонстрируют нехарактерное для
DNMT3A неспецифичное метилирование ДНК.
Эффекты очень немногих мутаций (S714C,
R771Q, R836W, V716D, R792H и K841E) изучены
на клеточных линиях, а полученные данные не
всегда совпадают с результатами экспериментов
на системах с использованием модельных ДНК$
субстратов. Таким образом, очевидно, что для
выявления молекулярного механизма, лежаще$
го в основе наблюдаемых при ОМЛ нарушений,
исследования следует проводить отдельно для
каждой мутации, анализируя эффекты как на
уровне изучения отдельных стадий функциони$
рования фермента, так и на уровне эксперимен$
тов в опухолевых клетках.

Мутации в каталитическом домене DNMT3A
при других гематологических заболеваниях. Мута$
ции в каталитическом домене DNMT3A распро$
странены не только при развитии ОМЛ, но и при
других типах гематологических заболеваний [4,
6, 7, 36, 37]. Следует выделить МДС, мутации
при котором часто формируют профиль распре$
деления в DNMT3A схожий с наблюдаемым при
ОМЛ [8, 32]. При МДС нарушения в DNMT3A
наблюдаются у 7% пациентов, а в группе всех ти$
пов гематологических заболеваний – у 10% [8,
32]. Более 6% из наблюдаемых при МДС нару$
шений в DNMT3A – точечные мутации [32].
При МДС точно так же, как и при ОМЛ, самой
распространенной мутацией является R882 [32].
Есть исследования, указывающие, что клетки c
такими мутациями в DNMT3A имеют большую
вероятность опухолевой трансформации по
сравнению с нормальными [49].

Еще одним заболеванием, при котором час$
то наблюдаются мутации, совпадающие с мута$
циями при ОМЛ, является острый лейкоз сме$
шанного типа (ОЛСТ) [50]. Для ОЛСТ характер$
но развитие фенотипических признаков сразу
двух других типов заболеваний – B$клеточного
и T$клеточного лимфоидных лейкозов; они сос$
тавляют 5% от всех типов лейкозов [50]. При
этом у трети пациентов с ОЛСТ мутируют эпи$
генетические модификаторы с превалировани$
ем мутаций в DNMT3A [8, 50]. Как в случае
ОМЛ и МДС, при данной форме заболевания
чаще всего наблюдаются мутации остатка R882,
а мутации в гене DNMT3A происходят уже в
клетках$предшественниках [8, 32, 50–52]. Как и
в случае МДС, при ОЛСТ в этих клетках точеч$

ные мутации в DNMT3A возникают раньше
последующих изменений, а также, по данным
некоторых исследований, предшествуют даль$
нейшей трансформации клеток [32, 50–52]. Та$
ким образом, мутации в DNMT3A могут быть
рассмотрены в качестве потенциального марке$
ра для диагностики ОЛСТ и МДС.

Ингибиторы МТаз и терапия ОМЛ при нали�
чии мутаций в DNMT3A. Как обсуждалось выше,
в случае злокачественных новообразований
наблюдается гиперметилирование промотор$
ных областей генов$супрессоров опухолевого
роста, что приводит к их инактивации. Нуклео$
зидные ингибиторы МТаз: 5$азацитидин (вида$
за) и 5$аза$2′$дезоксицитидин (децитабин), а
также 2′$дезокси$5$азацитидилил$(3′→5′)$2′$
дезоксигуанозин (гвадецитабин) очень давно
широко используются как эффективные химио$
терапевтические средства при злокачественных
заболеваниях крови (в частности, одобрены для
ОМЛ и МДС) [53–56]. Они включаются в ДНК
в процессе её синтеза, что приводит к замене
цитозина$мишени на 5$азацитозин и блокиро$
ванию МТазы за счет её необратимого связыва$
ния с ДНК. Эти деметилирующие агенты вызы$
вают реэкспрессию молчащих генов (активиру$
ются гены$супрессоры опухолей). Применение
классической гипометилирующей терапии ка$
жется проблематичным в случае пациентов с
мутациями в DNMT3A, при наличии которых,
как показано выше, в большинстве случаев так$
же снижается метилирующая активность этого
фермента. Однако, по некоторым данным, при$
менение деметилирующих препаратов было ус$
пешным и даже способствовало быстрой ремис$
сии у пациентов с миелодиспластическим синд$
ромом [37, 57, 58]. Очевидно, что ответ на этот
вопрос требует проведения масштабных клини$
ческих исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нарушения в метилировании ДНК были
выявлены при различных онкозаболеваниях.
В последнее время был опубликован ряд иссле$
дований, демонстрирующих, что для злокачест$
венных новообразований системы крови харак$
терны точечные мутации в гене МТазы
DNMT3A. При этом мутации локализованы в
основном в каталитическом домене DNMT3A.
Отдельные виды онкозаболеваний системы кро$
ви имеют характерные распределения мутаций,
но некоторые мутации могут быть характерны$
ми для разных заболеваний этой группы. Это
позволяет предположить, что, возможно, при
развитии онкозаболеваний системы крови су$
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ществует некая общность последствий в нару$
шениях процесса метилирования, ассоцииро$
ванных с мутациями в гене DNMT3A. Наиболее
часто мутации в DNMT3A наблюдаются при раз$
витии ОМЛ, и проведенные на сегодняшний
день исследования позволяют однозначно утвер$
ждать, что они приводят к нарушению функци$
онирования МТазы DNMT3A. В случае мутации
R882H, известной в качестве «горячей точки му$
тагенеза», вскрыт ее многосторонний эффект:
ухудшение каталитической активности
DNMT3A, нарушение специфичности взаимо$
действия с CpG$сайтом и фланкирующими его
нуклеотидными последовательностями [17].
Важно, что и «не$аргининовые» мутации, нес$
мотря на их малую распространенность, вносят
значительный вклад в наблюдаемые нарушения
в работе DNMT3A, даже когда они не затрагива$
ют функциональные центры этой МТазы
[4, 45–48]. Однако выявить молекулярный ме$
ханизм, лежащий в основе наблюдаемых явле$

ний, удается лишь в отдельных случаях. Пони$
мание молекулярных механизмов, ведущих к
проявлению описанных эффектов, будет способ$
ствовать разработке новых подходов к лечению
ОМЛ с мутациями в гене DNMT3A и таким обра$
зом совершенствованию персонализированной
терапии гематологических онкозаболеваний, а
также созданию новых методов ранней диагнос$
тики и мониторинга ОМЛ.
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AML�ASSOCIATED MUTATIONS
IN DNMT3A DNA METHYLTRANSFERASE

Review

D. A. Khrabrova1*, M. G. Yakubovskaya2, and E. S. Gromova1

1 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia; E/mail: khrabrova_da@mail.ru
2 Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation,

115478 Moscow, Russia

In mammals, DNA methylation is an essential epigenetic modification necessary to maintain genome stability, to reg$
ulate gene expression, and for other processes. Many changes have been identified both in the DNA methylation pat$
tern and in the DNA methyltransferase (DNMT) genes during carcinogenesis that are often associated with poor
patient prognosis. Human DNMT3A is responsible for de novo DNA methylation and it is one of the enzymes in
which missense mutations occur most frequently during the early stages of tumor development. DNMT3A mutations
are often observed in hematological malignances especially in acute myeloid leukemia (AML) with a large prevalence
of the R882H mutation. This mutation is the only one that has been widely studied both using model DNA substrates
and cancer cell lines. Biochemical characterization of other DNMT3A mutants is necessary to assess potential effects
of the observed mutations on the functioning of DNMT3A. In this review we consider the currently known DNMT3A
mutation observed during AML progression providing a more detailed analysis of the missense mutations in the cat$
alytic domain of the DNMT3A. The effects of R882H and of less common missense mutations on DNMT3A func$
tioning with model DNA substrates and in the cancer cell lines are presented with emphasis on underlying molecular
mechanisms. Understanding general features of these mechanisms would be useful for further development of both
early diagnostics approaches of hematologic diseases and personalized cancer therapy.

Keywords: DNA methyltransferase Dnmt3a, DNA methylation, mutations, acute myeloid leukemia, myelodysplastic
syndrome, hematological malignances
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Бактериофаги или фаги представляют собой вирусы, которые инфицируют бактериальные клетки (в рамках
этого обзора мы также рассмотрим вирусы, которые инфицируют архей). Постоянная угроза заражения фа!
гами является одной из основных движущих сил эволюции бактериальных геномов. Чтобы противостоять
инфекции, бактерии выработали многочисленные защитные стратегии, позволяющие избежать распозна!
вания фагами или прямо препятствующие размножению фагов внутри клетки. Исследования бактериофа!
гов и бактериальных систем защиты были исторически тесно переплетены с развитием методов классичес!
кой молекулярной биологии и генной инженерии. В настоящее время благодаря распространению фаговой
терапии, широкому применению технологий CRISPR!Cas и развитию биоинформатических подходов, ко!
торые облегчают задачу обнаружения новых систем, исследования в области биологии фагов переживают
возрождение. В настоящем обзоре описываются различные стратегии, используемые микробами для того,
чтобы противостоять фаговой инфекции. Особое внимание уделено новым защитным системам, открытым
в последние годы. Первая глава обзора посвящена защите связанной с поверхностью клетки, роли малых
молекул, а также системам врожденного иммунитета, зависящим от модификации ДНК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: бактериофаги, взаимодействия бактериофагов с клетками!хозяевами, антивирусная
защита, иммунные системы, CRISPR!Cas, рестрикция!модификация, BREX, DISARM, фосфоротиоат, сис!
темы Dnd.

DOI: 10.31857/S0320972521030076

МИКРОБНЫЙ АРСЕНАЛ ПРОТИВОВИРУСНОЙ ЗАЩИТЫ. ГЛАВА I

Обзор

© 2021 А.Б. Исаев1*, О.С. Мушарова1,2, К.В. Северинов1,3*

ВВЕДЕНИЕ

Фаги встречаются в любой природной среде
и считаются самыми распространенными био!
логическими существами на Земле [1–3]. Рас!
четное количество фаговых частиц может дости!
гать примерно 1010/литр в морской или пресной
воде и 109/грамм – в почве. Считается, что коли!
чество фагов превышает количество их микроб!
ных хозяев в 10 или более раз [4, 5]. Фаги играют
важную экологическую роль, контролируя раз!
мер и разнообразие микробных популяций [6], а

индуцируемый фагами лизис клеток обеспечи!
вает поступление питательных веществ в пище!
вые цепи [7]. Фаги значительно ускоряют лате!
ральный перенос генов, и медицински значи!
мые бактериальные признаки часто ассоцииру!
ются с профагами [8]. Гены клетки!хозяина мо!
гут быть включены в вирусный геном или упа!
кованы в вирусный капсид при генерации
трансдуцирующих частиц [9]. Кроме того, бак!
терии могут продуцировать фагоподобные час!
тицы (Gene Transferring Agents), несущие ДНК
хозяина [10]. Распространение плазмид также

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : МТаза – метилтрансфераза (MTase); ЭР – эндонуклеаза рестрикции, рестриктаза (REase,
Restriction Endonuclease); BREX – система исключения бактериофагов (Bacteriophage Exclusion); CRISPR!Cas – класте!
ризованные регулярно прерываемые повторы и ассоциированные с ними белки (Clustered Regularly Interspaced Repeats
and CRISPR!associated proteins); DISARM – система защитных островков, ассоциированная с рестрикцией!модификаци!
ей (Defence Island System Associated with Restriction!Modification); Dnd – фенотип, ассоциированный с деградацией
ДНК (DNA Degradation phenotype); DPD – 7!деазапурин в ДНК; ECM – внеклеточный матрикс (Extracellular Matrix);
LPS – липополисахарид; OMV – везикула на основе внешней мембраны (Outer Membrane Vesicle); Pgl – система ограни!
чения роста бактериофагов (Phage Growth Limitation); PLD – фосфолипаза D; PT – фосфоротиоат (phosphorothioate);
pVip – прокариотический белок вайперин (prokaryotic Viperin); QS – определение кворума (Quorum Sensing); RBP – ре!
цептор!связывающий белок (Receptor Binding Protein); R!M – рестрикция!модификация (Restriction!Modification);
SAM – S!аденозилметионин (S!Adenosyl Methionine); Sie – исключение суперинфекции (Superinfection Exclusion); TA –
токсин!антитоксин; TRD – домен, распознающий мишень (Target Recognition Domain).

* Адресат для корреспонденции.



МИКРОБНЫЕ СРЕДСТВА ЗАЩИТЫ ОТ ВИРУСОВ. ГЛАВА I

облегчается при фаг!индуцированном лизисе
клеток [11].

Теоретические выкладки и математические
модели предполагают, что в любой системе реп!
ликаторов неизбежно возникают паразитические
или эгоистичные элементы, поэтому для дости!
жения их стабильного сосуществования необхо!
димы стратегии противодействия [12–14]. Таким
образом, наличие фагов и защитных систем
клеток!хозяев можно рассматривать как фунда!
ментальное свойство прокариотических клеток.
Миллиарды лет совместной эволюции привели
к развитию широкого круга стратегий нападе!
ния и защиты, используемых вирусами и их хо!
зяевами. Гены, ассоциированные с защитой
клеток от фагов, могут составлять до ~10% ге!
нома бактерии [15]. Традиционно, открытие
систем защиты клеток от фагов было связано с
отбором устойчивых к действию фага штаммов
и описанием их специфических свойств. Не!
давнее увеличение доступности геномных дан!
ных и применение биоинформатических под!
ходов значительно расширили эту область нау!
ки и позволили провести систематическое
предсказание новых кластеров генов защиты от
фагов. Популярный подход «вины по ассоциа!
ции» (guilt by association) основывается на фак!
те, что функционально связанные гены часто
совместно локализованы в геноме [16]. Исполь!
зуя ген с известной функцией в качестве «при!
манки», можно оценить вероятность обнаруже!
ния соседних генов вблизи от «приманки» в
различных геномах и предсказать их возмож!
ные функциональные связи [17]. Применение
этого подхода к известным системам защиты от
фагов позволило ввести важное понятие защит!
ных островков – геномных локусов, содержа!
щих кластеры генов противовирусной защи!
ты [18]. Отдельный геном может содержать нес!
колько защитных островков. Часто они ассоции!
рованы с мобильными генетическими элемен!
тами, которые вносят важный вклад в горизон!
тальный перенос генов защитных систем [19,
20]. Поскольку ~2/3 генов, обнаруженных в за!
щитных островках, не были связаны с извест!
ными системами защиты, было предсказано су!
ществование множества новых типов противо!
вирусных систем [18]. Недавно в результате
проведения систематического анализа встреча!
емости всех pfam белковых доменов в островках
защиты в микробном пангеноме были предска!
заны примерно 300 семейств генов, которые
преимущественно встречаются в ассоциации с
известными защитными генами. Среди них ге!
ны, которые имели тенденцию образовывать
консервативные кластеры, были предположены
в качестве кандидатных защитных систем, и не!

которые такие кластеры были исследованы экс!
периментально. Это привело к валидации де!
сятка новых типов противовирусных сис!
тем [21, 22]. Несмотря на то что в последние го!
ды наше понимание обилия типов защитных
систем значительно расширилось, можно ожи!
дать, что была раскрыта всего лишь небольшая
часть их реального разнообразия, поскольку
подавляющая часть геномных данных рассмат!
ривается как «темная материя», а защитные
островки, состоящие исключительно из генов с
неизвестной функцией, не обнаруживаются с
помощью современных методов [23]. Дальней!
шее совершенствование алгоритмов, использо!
вание более точной классификации белковых
доменов или применение методов глубокого
обучения, уже доказавших свою полезность в
прогнозировании функций генов [24–26],
должно способствовать дальнейшему продви!
жению в этой области. В то же время обнаруже!
ние новых систем сопряжено с задачей характе!
ризации их биохимических функций, и в насто!
ящее время механизмы противовирусной защи!
ты для большинства новых систем остаются не!
выясненными.

Общая схема защитных стратегий, действу!
ющих на различных стадиях жизненного цикла
вируса, представлена на рис. 1. Устойчивость
микроорганизмов к действию фагов может быть
связана с активностью специфических иммун!
ных систем, основной функцией которых явля!
ется ингибирование размножения чужеродного
генетического материала, или с мутациями и
фазовыми вариациями в генах хозяина, которые
необходимы для продуктивной вирусной ин!
фекции. Устойчивость к действию фагов также
может быть связана с малыми молекулами [27]
или с активностью мобильных генетических
элементов, препятствующих вирусной инфек!
ции (таких как индуцированные фагами хромо!
сомные островки (PICI, phage!inducible chromo!
somal islands) и индуцированные фагами эле!
менты подобные хромосомным островкам
(PLE, phage!inducible chromosomal island!like
element)), которые в некотором смысле можно
рассматривать как паразиты паразитов [28, 29].
Иммунные системы часто полагаются на рас!
познавание специфических сайтов в чужерод!
ной нуклеиновой кислоте или иным образом
чувствуют фаговую инфекцию, чтобы иниции!
ровать ингибирующий ответ. Чтобы избежать
токсического воздействия, связанного с несвое!
временной активацией, используются различ!
ные механизмы дискриминации собственных и
чужеродных молекул. Защитные системы мож!
но подразделить на врожденный иммунитет
(включая различные типы рестрикции!модифи!
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кации (R!M), систему исключения бактериофа!
гов (BREX), систему защитных островков, ассо!
циированных с рестрикцией!модификаци!
ей (DISARM), токсин!антитоксин (TA), абор!
тивную инфекцию (Abi) и множество менее изу!
ченных систем) и CRISPR!Cas!опосредован!
ный адаптивный иммунитет (кластеризованные
регулярно прерываемые повторы и ассоцииро!
ванные с ними белки). Онлайн базы данных,
посвященные прокариотическим иммунным
системам, включают REBASE – собрание извест!
ных систем R!M [30], TASmania, специализиру!
ющуюся на системах TA [31], CRISPRminer и
CRISPRCasdb для систем CRISPR!Cas [32, 33] и
PADS, содержащую аннотации генов, ассоции!
рованных с различными типами защиты [34].
Таксономическое распределение белковых до!
менов, связанных с противовирусной защитой,
также можно посмотреть в AnnoTree [35].

Поскольку геномы фагов кодируют лишь
ограниченное число генов, они в большинстве

случаев используют аппарат бактериальной
клетки для собственной транскрипции и транс!
ляции [36] и часто полагаются на белки клетки!
хозяина в качестве кофакторов, как в случае тио!
редоксина, который необходим для активности
ДНК!полимеразы фага T7 [37]. Во многих ис!
следованиях была показана важность генов
клетки!хозяина для эффективной вирусной ин!
фекции, включая работы с KEIO!коллекцией
нокаутов отдельных генов Escherichia coli, спе!
цифическим ингибированием конкретных ге!
нов при помощи dCas9 или мутагенеза путем
вставки транспозонов [38–44]. Мутации в несу!
щественных генах, необходимых для размноже!
ния фагов, являются широко распространен!
ным способом приобретения устойчивости,
впервые описанным в классических экспери!
ментах Luria и Delbruck [45].

Практически для каждой известной страте!
гии микробной защиты фаги выработали сред!
ства преодоления, и описание кодируемых фа!

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  3  2021

376

Рис. 1. Общая схема стратегий противовирусной защиты бактерий, действующих на различных стадиях жизненного
цикла вирусов. (С цветными вариантами рис. 1–6 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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гами ингибиторов новых защитных систем оста!
ется лишь вопросом времени [25, 26, 46]. Было
высказано предположение, что, подобно защит!
ным островкам, анти!рестрикционные гены
имеют тенденцию образовывать кластеры в ге!
номах фагов или в мобильных генетических эле!
ментах. Существование таких островков «про!
тиво!защиты» должно способствовать откры!
тию новых ингибиторов защиты хозяина [47].
Описание вирусных стратегий противодействия
бактериальной защите выходит за рамки насто!
ящего текста, и с этой темой можно ознако!
миться в других обзорах [48–50].

Первая глава настоящего обзора будет пос!
вящена микробным стратегиям, позволяющим
избежать распознавания фагами, механизмам
врожденного иммунитета, блокирующим ран!
ние стадии инфекции, и системам, которые по!
лагаются на модификацию ДНК с целью дис!
криминации собственного и чужеродного гено!
мов. Вторая глава будет посвящена адаптивным
системам иммунитета и защитным механизмам,
активирующимся на поздних стадиях инфек!
ции.

ПРОСТЕЙШИЙ ПУТЬ ЗАЩИТЫ –
ОСТАТЬСЯ НЕЗАМЕЧЕННЫМ

Фаговая инфекция инициируется при рас!
познавании специфических рецепторов на по!
верхности клетки фаговым рецептор!связываю!
щим белком (RBP). В качестве рецепторов бак!
териофагов могут выступать различные типы
молекул, которые располагаются на поверхнос!
ти клеток, в том числе пили и жгутики, белки,
липополисахариды (LPS) или углеводы. Взаи!
модействие между RBP фага и рецептором клет!
ки!хозяина может рассматриваться как лимити!
рующая стадия инфекционного процесса, по
крайней мере, с точки зрения определения
спектра подходящих для инфицирования кле!
ток!хозяев [51–53]. Для того, чтобы остаться не!
замеченными для фагов, прокариоты использу!
ют маскировку рецепторов, их модификации и
мутации или продуцируют везикулы!ловуш!
ки (рис. 2).

Роль внеклеточного матрикса (ECM) и вези9
кул внешней мембраны (OMV). Многие бактерии
способны выделять высокомолекулярные поли!
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меры, формирующие ECM, а пространственно!
структурированные сообщества клеток, окру!
женные ECM, образуют биопленки [54, 55]. Хо!
тя подробности взаимодействий фагов и клеток!
хозяев в биопленках полностью не выясне!
ны [56], было показано, что микробные сообще!
ства в биопленках более устойчивы к действию
вирусов. Повышенное давление со стороны фа!
гов даже может приводить к усиленному образо!
ванию биопленок, в которых поверхностные
клеточные рецепторы становятся менее доступ!
ными для вирусов [57, 58]. Другим преимущест!
вом пространственной организации является то,
что в окружающей среде фаги могут воздейство!
вать только на поверхностный слой клеток. Час!
то расположенные в этом слое клетки метаболи!
чески неактивны и таким образом не позволяют
размножаться фагам, снижая при этом шансы
атаки на нижележащие клетки [59]. Компонен!
ты ECM также могут выполнять функцию лову!
шек или «поглотителей», которые адсорбируют
и иммобилизуют фаги еще до того, как послед!
ние достигнут поверхности клеток [60, 61]. Было
показано, что белки curli, являющиеся компо!
нентами ECM, ассоциированы с повышенной
фагорезистентностью биопленок E. coli, в то
время как секреция экзополисахарида альгината
защищает клетки Pseudomonas fluorescens [62, 63].
Другим способом предотвращения адсорбции
фагов является образование полисахаридной
капсулы [64], например, повышенная продук!
ция колановой кислоты ассоциируется с устой!
чивостью клеток Escherichia к различным фагам,
и в результате фаговой инфекции может прои!
зойти отбор мукоидных клеток с мутациями в
сигнальном пути RCS, контролирующем эту
функцию [44, 65]. Роль ловушек также была по!
казана для внеклеточных везикул, образуемых
клетками Vibrio и Escherichia. Такие везикулы,
содержащие поверхностные рецепторы, могут
адсорбировать фаги, тем самым понижая их титр
в окружающей среде [66, 67]. С другой стороны,
для Bacillus было показано, что везикулы, пере!
носящие рецепторы, могут встраиваться в мемб!
рану других невосприимчивых клеток, делая их
чувствительными к инфекции [68].

Изменения структуры рецепторов. Адсорб!
цию фагов часто можно рассматривать как двух!
этапный процесс, в котором на первой стадии
происходит обратимое связывание фага с экс!
понированными на поверхности клетки струк!
турами (например, фаг T5 связывается с O!ан!
тигеном LPS на поверхности клеток E. coli, в то
время как фаг SSP1 связывается с тейхоевой
кислотой клеточной стенки Bacillus subtilis). За!
тем происходит необратимое прикрепление ко
вторичному рецептору (например, к белкам

FhuA или YueB в случае T5 или SSP1 соответ!
ственно) [51]. Изменения первичных и вторич!
ных поверхностных рецепторов являются рас!
пространенным способом приобретения резис!
тентности к фагам [69]. Даже точечные мутации
в генах белков!рецепторов могут влиять на эф!
фективность взаимодействия с фаговыми RBP,
как было показано, например в случае рецепто!
ра FhuA фага Т5 или рецептора LamB фага λ [70,
71]. Мутации, затрагивающие пути биосинтеза,
которые ответственны за синтез компонентов
клеточной стенки (LPS – у грамотрицательных
бактерий или тейхоевой кислоты – у грамполо!
жительных бактерий), могут приводить к изме!
нению структуры этих молекул и таким образом
оказывать влияние на процесс распознавания
клеток фагами, нацеленными на эти рецепто!
ры [72, 73]. Внеклеточные супраструктуры бак!
терий также могут служить в качестве рецепто!
ров фагов, и известно, что мутации в генах,
участвующих в образовании пилей или жгути!
ков, могут обеспечить защиту от фагов [74, 75].

Мутации рецепторов вряд ли можно рас!
сматривать непосредственно как стратегию за!
щиты, поскольку фаговая инфекция лишь отби!
рает в популяции ранее существовавшие резис!
тентные клетки. В то же время специфические
механизмы, контролирующие доступность ре!
цепторов, также существуют. Молекулы на по!
верхности клетки вовлечены во многие важные
для прокариот процессы, включая подвижность
или транспорт питательных веществ, и их мута!
ции могут быть связаны с издержками на под!
держание жизнедеятельности клеток. Поэтому
фазовые вариации (обратимое переключение
экспрессии генов) или маскировка рецепторов
могут быть более безопасной долгосрочной
стратегией по сравнению с мутациями [76, 77].
Маскировка включает синтез молекул, которые
связываются с рецепторами хозяина и физичес!
ки блокируют взаимодействие с фаговыми RBP,
как в случае связывания белка TraT с рецепто!
ром OmpA у E. coli [78]. Временные химические
модификации рецепторов также могут препят!
ствовать их распознаванию. В качестве приме!
ров можно привести гликозилирование пилей у
Pseudomonas aeruginosa или глюкозилирование
O!антигена клеток Salmonella enterica [79, 80].
Транскриптомные исследования показали, что
маскирующие изменения рецепторов могут
быть частью общего ответа на стресс как в слу!
чае Lactococcus lactis, когда фаговая инфекция
активирует гены, ответственные за D!аланили!
рование клеточной стенки [81]. Снижение уров!
ня экспрессии рецепторов путем фазовой вари!
ации может быть достигнуто рекомбинацией
или предрасположенными изменениями в про!
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моторных областях [82, 83], в то время как мута!
ции в специфических «горячих точках» внутри
генов могут привести к сдвигу открытой рамки
считывания и образованию укороченной фор!
мы белка [84]. Системы, допускающие множест!
венные инверсии, известны как шаффлоны, и
также могут быть вовлечены в регуляцию
экспрессии рецепторов [85], как в случае PilV,
кодируемого плазмидой IncI из E. coli, где для
экспрессии белка может быть выбран один из
семи вариантов его C!концевого участка [86].
Было показано, что распространенный симби!
онт кишечника человека Bacteroides thethaio%
taamicron использует фазовую вариацию, по
крайней мере в 19 локусах, контролируя продук!
цию различных типов капсул и экспрессию бел!
ков S!слоя [87]. Фазовые вариации допускают
сосуществование микробных субпопуляций,
экспрессирующих различные варианты генов,
что позволяет им найти баланс в защите от фа!
говых инфекций и воздействия факторов окру!
жающей среды.

Структура клеточной стенки архей сильно
отличается от бактериальной, и процесс при!
крепления вирусов к поверхности клеток архей
изучен довольно слабо [88]. Недавно была впер!
вые предложена структурная модель связывания
археофага STIV с пили!подобной структурой
клеток Sulfolobus [89]. Было показано, что мута!
ции в генах, ассоциированных с поверхностны!
ми молекулами клеток Sulfolobus, обеспечивают
резистентность клеток к SIRV2 [90]. Несмотря
на отсутствие данных, можно ожидать, что ме!
ханизмы, подобные описанным для бактериаль!
ных клеток, также предотвращают адсорбцию
вирусов архей.

МАЛЫЕ МОЛЕКУЛЫ И ЗАЩИТА ОТ ФАГОВ

Непосредственное участие в защите. В много!
численных ранних исследованиях изучалось
влияние различных химических соединений на
эффективность вирусной инфекции [91–93].
Было показано, что некоторые соединения,
включая синтезируемые бактериями антибиоти!
ки, могут влиять на производство фагового потом!
ства в концентрациях, субингибиторных для
роста бактерий [94–96]. Также было известно,
что ДНК!специфичные красители и интеркали!
рующие агенты (например, пропидиум иодид
или доксорубицин) могут инактивировать фаго!
вые частицы [97]. Однако лишь недавно была
произведена переоценка роли малых молекул,
продуцируемых бактериями, в их защите от фа!
гов [27]. В результате проведения высокопроиз!
водительного скрининга библиотек химических

соединений были выявлены молекулы, которые
способны препятствовать инфицированию кле!
ток E. coli фагом λ, при этом не влияя на рост
бактерий. Противофаговая активность была так!
же показана в биологически значимом контекс!
те: добавление отработанной культуральной сре!
ды, собранной после роста штамма Streptomyces
peucetius, продуцирующего доксорубицин и дау!
норубицин, приводило к ингибированию про!
цесса инфицирования штамма Streptomyces coeli%
color, чувствительного к действию фага. Далее
авторы показали, что ~1/3 протестированных
экстрактов клеток Streptomyces обладают проти!
вофаговой активностью в отношении природ!
ных изолятов актинофагов, что позволяет пред!
положить, что химическая защита является ши!
роко распространенной защитной стратегией.
В качестве активных компонентов большинства
экстрактов были обнаружены антрациклины
или другие ДНК!интеркалирующие агенты. От!
дельные ДНК!интеркалирующие агенты спо!
собны инактивировать фаговые частицы до их
контакта с клеткой путем провоцирования некон!
тролируемого выхода ДНК из капсида [98]. Од!
нако было показано, что в случае дауномицина
фаговая ДНК может проникнуть в клетки, хотя
ранние стадии инфекции при этом были подав!
лены [27]. Результаты работы подняли ряд воп!
росов, касающихся механизмов ингибирования
малыми молекулами, их специфичности и избе!
гания токсичности для продуцирующих бакте!
рий, а также возможности использования проти!
вовирусных метаболитов в качестве обществен!
ного ресурса в микробных популяциях.

Вайперины и нуклеотиды, обрывающие рост
цепи. Интерферон!индуцированный противо!
вирусный ответ высших эукариот, в том числе и
человека, включает активацию фермента вайпе!
рина, ответственного за синтез рибонуклеоти!
да ddhCTP, обрывающего синтез новых цепей
РНК [99]. Предполагается, что обрыв цепи по!
давляет вирусную транскрипцию и ингибирует
репликацию вирусов с РНК!геномами [100]. Ге!
ны вайперинов спорадически обнаруживались в
геномах отдельных видов бактерий и архей. Не!
давнее исследование показало, что прокариоти!
ческие вайперины (pVips) обеспечивают защиту
от фаговой инфекции [101, 102]. В отличие от
эукариотических гомологов, синтезирую!
щих ddhCTP, pVip также продуцируют ddhUTP
и ddhGTP. Гетерологичная экспрессия различ!
ных pVip в E. сoli ингибировала инфекцию фа!
гом Т7 и транскрипцию, опосредованную РНК!
полимеразой Т7 [102]. Экспрессия pVip не влия!
ла на транскрипцию хозяина и не оказывала
токсичный эффект на клетки, что позволяет
предположить более высокую чувствительность
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вирусных РНК!полимераз к ингибированию с
участием ddhNTP. Интересно, что экспрес!
сия pVip обеспечивала более высокий уровень
защиты от фагов P1 и λ, которые используют хо!
зяйскую РНК!полимеразу для транскрипции
своих генов, подразумевая существование до!
полнительных защитных механизмов, ассоции!
рованных с вайперинами. Гены pVip в больших
количествах обнаруживаются внутри защитных
островков и часто находятся рядом с генами, ко!
дирующими нуклеотидкиназы, которые могут
образовывать NTP из NMP и таким образом по!
вышать уровень NTP как субстратов для pVip.
Гены HicA!подобной РНКазы или белков, со!
держащих домен анкириновых повторов, пред!
положительно участвующие в идентификации
фаговой инфекции [102], также обнаруживались
вблизи некоторых генов pVip.

Регулирующая роль. Малые метаболиты так!
же могут участвовать в защите бактерий от фа!
гов в качестве сигнальных молекул или в качест!
ве кофакторов иммунных белков. Примеры пос!
леднего будут описаны позднее, а здесь мы рас!
смотрим косвенную роль малых молекул в регу!
ляции экспрессии генов, обеспечивающих за!
щиту клеток. Феномен определения квору!
ма (QS, Quorum Sensing) позволяет клеткам из!
мерять плотность микробной популяции и мо!
жет рассматриваться как система коммуника!
ции, основанная на секреции малых моле!
кул [103]. Популяции с высокой плотностью
клеток более уязвимы к фаговым инфекциям, и
QS!опосредованная активация защитных барье!
ров с увеличением плотности культуры полезна
для выживания. Например, в селекционных
экспериментах было показано, что QS!профи!
цитная культура P. aeruginosa достигает более
высокого уровня резистентности к фагам по
сравнению с QS!дефицитными клетками [104].
Кроме их роли в образовании биопленок [105],
QS!сигналы могут регулировать экспрессию ге!
нов фаговых рецепторов и иммунных систем.
Например, обработка лактоном N!ацилго!
моcерина приводит к снижению количества ре!
цепторов фага λ в клетках E. coli [106]. А в случае
клеток Vibrio anguillarum эта обработка вызывает
секрецию внеклеточных протеаз и снижает ко!
личество рецепторов для фага KVP40 [107, 108].
Было показано, что QS!регуляция активирует
экспрессию компонентов систем CRISPR!Cas в
клетках Serratia, Pseudomonas и других бакте!
рий [109, 110]. Для принятия решения о лизисе
или лизогении многие фаги используют бакте!
риальные QS!сигналы или кодируют собствен!
ные сигнальные системы, как это недавно было
описано для системы arbitrium [111–114]. Мож!
но предположить, что в случае фаговой инфек!

ции бактерии способны перехватывать молеку!
лы межвирусной коммуникации или вырабаты!
вать собственные специфические сигналы для
мобилизации защитных барьеров в популяции.

ИНГИБИРОВАНИЕ ПРОНИКНОВЕНИЯ
ГЕНОМА ФАГА

Вслед за адсорбцией геном фага выходит из
капсида и транспортируется внутрь клетки!хо!
зяина [115]. Существует несколько механизмов,
блокирующих эту стадию жизненного цикла ви!
руса [116]. Как правило, такие системы кодиру!
ются профагами и лежат в основе феномена
исключения суперинфекции (Sie), т.е. предот!
вращения вторичной инфекции гомоиммунны!
ми фагами после установления первичной ин!
фекции (или лизогенизации) [117]. Мембранно!
ассоциированные белки Sie могут блокировать
вход фаговой ДНК в клетку путем воздействия
на фаговый белок TMP (tape measure protein),
как это имеет место в случае экспрессии липо!
протеина профагом TP!J 34 в клетках
Streptococcus thermophilus [118, 119] или бел!
ка gp15 профагом HK97 в клетках E. coli [120,
121]. Известно, что белок Sp фага T4 ингибиру!
ет лизоцим этого же фага, который необходим
для деградации пептидогликанового слоя кле!
точной стенки E. coli [122]. Предполагается, что
клеточные белки хозяина, необходимые для
транслокации фаговой ДНК, также могут яв!
ляться мишенями для Sie, как в случае защиты,
опосредованной белком Imm фага T4 [122, 123]
или белком gp52 микобактериофага Fruitloop,
который взаимодействует с белком Wag31 клет!
ки!хозяина и ингибирует инфицирование кле!
ток Wag31!зависимыми фагами [124]. Систе!
мы Sie с неизвестными мишенями были описа!
ны в случае фага Tuc2009 Lactococcus lactis [125],
фага Р22 S. enterica [126], фага К139 Vibrio choler%
ae [127], фага Р1 E. coli [128] и В3!подобных фа!
гов клеток P. aeruginosa [129]. Несмотря на то что
системы Sie рассматриваются в первую очередь
как средства конкурентной борьбы между фага!
ми [130], они способны принести пользу для
клетки!хозяина и в конечном итоге могут стать
неотъемлемой частью хромосомы, как в случае
белка DicB, кодируемого криптическим профа!
гом Qin у E. coli [131].

ИММУННЫЕ СИСТЕМЫ,
ЗАВИСЯЩИЕ ОТ МОДИФИКАЦИИ ДНК

Как только геном фага попадает внутрь
клетки, он становится мишенью для действия
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различных ферментов, которые способны выз!
вать его деградацию. Например, комплекс нук!
леазы/хеликазы RecBCD, который также участ!
вует в репарации ДНК хозяина, распознает сво!
бодные концы ДНК, доступные на ранних ста!
диях инфицирования фагами с линейными
ДНК геномами [132, 133]. Наиболее часто дегра!
дацию ДНК, попадающей в клетку, осуществля!
ют системы врожденного и адаптивного имму!
нитета. Модификация ДНК клетки!хозяина,
которая необходима для того, чтобы дифферен!
цировать собственную ДНК и чужеродный ге!
нетический материал, является отличительным
признаком систем рестрикции!модификации.
Модификационный модуль этих систем ответ!
ственен за эпигенетическое мечение ДНК клет!
ки!хозяина, и поэтому немеченая фаговая ДНК
является объектом для эндонуклеазного рас!
щепления в результате действия рестрикцион!
ного модуля [134, 135]. Общий принцип меха!
низма действия R!M представлен на рис. 3.
Кроме классических систем R!M, множество
недавно описанных защитных систем кодируют
модификационный модуль, в то время как их
механизмы рестрикции чужеродного генетичес!
кого материала все еще не выяснены.

Классические системы R9M. Системы R!M
были открыты в начале 1950!х годов в процессе
изучения феномена модификации вирусов клет!
ками!хозяевами [136, 137]. Они были хорошо
изучены в первые годы молекулярной биологии,
что привело к их широкому применению и по!
явлению технологий рекомбинантной ДНК
[138]. Более 300 тысяч известных или предпола!
гаемых R!M!ферментов в настоящее время на!
ходятся в базе данных REBASE, а системы R!M
были обнаружены в ~90% секвенированных ге!
номов бактерий и архей [30]. Функциональные
субъединицы систем R!M состоят из метил!
трансферазы (МТазы, MTase), которая перено!
сит метильную группу от молекулы!донора
S!аденозилметионина (SAM) к цитозину или
аденину в ДНК, и сопряженной эндонуклеазы
рестрикции (ЭР, RЕase). Отдельные системы
также кодируют транслоказу, которая использу!
ет энергию гидролиза ATP для осуществления
моторных функций, и субъединицу, которая со!
держит домены распознавания мишени (TRD),
определяющие специфичность ЭР и МТазы к
определенным последовательностям. В зависи!
мости от состава субъединиц потребности в ко!
факторах и механизма действия системы R!M
подразделяются на 4 типа. Однако эта класси!
фикация не отражает их эволюционного
родства [139, 140]. Состав субъединиц для комп!
лексов, ответственных за модификацию и рест!
рикцию, примеры сайтов распознавания и пат!

терны расщепления для систем R!M типов I–IV
представлены на рис. 4.

R!M II!го типа наиболее изучена. Системы
этого типа обычно состоят из отдельных белков
МТазы и ЭР. МТаза является мономером, в то
время как ЭР действует как гомодимер. Как пра!
вило, оба фермента распознают один и тот же
палиндромный участок ДНК длиной 4–8 пар
оснований. Расщепление ДНК происходит на
обеих цепях ДНК в фиксированном положении
внутри или в непосредственной близости от не!
метилированного сайта распознавания, и этот
процесс зависит от наличия двухвалентных ка!
тионов, в большинстве случаев от Mg2+ [141,
142]. МТаза эффективно метилирует неметили!
рованные и полуметилированные сайты, кото!
рые образуются после репликации полностью
метилированной ДНК, в то время как ЭР обла!
дает низким сродством к метилированным или
полуметилированным сайтам [143]. Помимо
описанного простого способа действия, харак!
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Рис. 3. Принцип действия классических систем рестрик!
ции!модификации. Метилтрансфераза (МТаза, MTase) из
систем типа I–III модифицирует специфические мотивы в
ДНК клетки!хозяина, в то время как неметилированные
участки в чужеродной ДНК подвергаются расщеплению
эндонуклеазой рестрикции (ЭР, REase). ЭР IV!го типа су!
ществует без сопряженной МТазы и расщепляет ДНК, мо!
дифицированную вирусом
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Рис. 4. Функциональные субъединицы, сайты распознавания, состав комплексов модификации и рестрикции для репре!
зентативных членов систем R!M типов I–IV. Системы R!M типа I модифицируют обе цепи двухчастных асимметричных
участков ДНК. Для рестрикции необходимо взаимодействие между двумя комплексами, связанными с неметилирован!
ными участками ДНК, которое достигается благодаря ATP!зависимой транслокации, при этом позиция сайта рестрикции
не фиксирована. Системы R!M типа II обычно распознают палиндромные сайты, и обе цепи ДНК внутри или в непосред!
ственной близости от неметилированных сайтов подвергаются расщеплению. Система R!M типа III модифицирует толь!
ко одну цепь в асимметричном сайте распознавания, и расщепление происходит в фиксированной позиции относитель!
но одного из сайтов, когда комплекс рестрикции, связанный с неметилированным сайтом, взаимодействует с другим
комплексом, активированным в результате распознавания близлежащего неметилированного сайта в обратной ориента!
ции. Система R!M типа IV не содержит метилтрансферазы и расщепляет молекулу ДНК после распознавания специфич!
ных модифицированных сайтов. Пунктирной линией показано, что данная субъединица может быть необязательной для
указанной активности
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терного для подтипа IIP, ферменты, принадле!
жащие к другим подтипам, могут обладать не!
обычными свойствами [139]. Например, фермен!
ты подтипов IIA, IIS и IIL распознают асиммет!
ричные сайты в ДНК, в подтипах IIC и IIL по!
липептиды ЭР и МТазы слиты в один белок; в то
время как ферменты подтипов IIE и IIF требуют
связывания с двумя сайтами для расщепления.
Ферменты подтипов IIL и IIG (например, MmeI
и Eco571) распознают асимметричные сайты,
которые метилированы только по одной цепи
ДНК [144, 145]. Вторая цепь сайтов Eco571 под!
вергается метилированию с участием дополни!
тельной метилтрансферазы [145]. В то же время
все еще не выяснено, как в системах подтипа IIL
избегается расщепление неметилированных
сайтов, образующихся после репликации ДНК.
Избыточная экспрессия ЭР токсична для клет!
ки, в то время как избыток МТазы может при!
вести к метилированию геномов инфицирую!
щих фагов и их защите от последующей рест!
рикции. Таким образом, для систем R!M необ!
ходима координированная регуляция экспрес!
сии генов МТазы и ЭР, что достигается, напри!
мер, в результате активности контролирующего
С!белка [146, 147] или при связывании МТазы
со своим промотором и/или его метилировани!
ем [148].

Системы R!M типа I кодируют МТазу
(HsdM), ЭР (HsdR) и субъединицу, обеспечива!
ющую их специфичность (HsdS). Наиболее хо!
рошо изученным примером является рестрикта!
за EcoKI. Эти ферменты работают в виде комп!
лексов HsdM2–HsdS1–HsdR2, которые могут
осуществлять как рестрикцию, так и метилиро!
вание, в то время как метилирование также мо!
жет осуществляться комплексами HsdM2–HsdS1

или HsdM2–HsdS1–HsdR1 [149–151]. Два участка
ДНК, разделенные вырожденной последова!
тельностью (~AACNNNNNNGTGC для EcoKI),
распознаются двумя TRD!доменами на субъ!
единице HsdS, и обе цепи ДНК этих асиммет!
ричных участков подвергаются метилированию.
Механистическая модель рестрикционной ак!
тивности достаточно сложна. После распозна!
вания неметилированного сайта рестрикцион!
ным комплексом активируется АTP!зависимая
моторная функция субъединицы HsdR, и комп!
лекс протягивает через себя связанную молеку!
лу ДНК в обоих направлениях, создавая пет!
ли [152]. Транслокация расходует ~3 молекулы
ATP на один нуклеотид [153]. Расщепление про!
исходит при столкновении двух комплексов
рестрикции, закрепленных на разных сайтах,
или в случае, если дальнейшая транслокация
ДНК осложнена (например, при столкновении
с репликационной вилкой или в суперспирали!

зованных участках) [154]. Расщепление ДНК
происходит в нефиксированной позиции между
соседними участками распознавания [155]. Для
R!M I!го типа необходим SAM, причем не толь!
ко в качестве донора метильных групп, но и как
кофактор комплекса рестрикции. Ферменты
подтипа ISP представляют одиночные полипеп!
тиды, сочетающие в себе метилирующую и рест!
рикционную активности, при этом модифика!
ции подвергается только одна цепь ДНК [156,
157]. Чтобы снизить риск повреждения ДНК
клетки!хозяина, может осуществляться допол!
нительный контроль активности комплексов I!
го типа. Например, в результате ClpXP!опосре!
дованного протеолитического расщепления
субъединицы HsdR – феномен, известный как
аллевиация рестрикции [158, 159]. Известно,
что благодаря фазовой вариации TRD!доменов
может происходить изменение специфичности
ферментов I!го типа к сайтам распознава!
ния [160].

Системы R!M типа III во многом похожи на
системы I!го типа [161]. Они функционируют
как мультибелковые комплексы, состоящие из
субъединиц Mod и Res. Модификация ДНК про!
исходит в результате действия гомодимера Mod2,
а комплексы Res2–Mod2 или Res1–Mod2 высту!
пают в качестве ATP! и SAM!зависимой эндо!
нуклеазы рестрикции [162, 163]. Ферменты III!
го типа распознают короткие непалиндромные
последовательности и метилируют только одну
цепь ДНК. Таким образом, подобно ситуации с
ферментами подтипа ISP, половина из полуме!
тилированных участков после репликации ста!
новится неметилированными. Чтобы предотв!
ратить атаку комплекса рестрикции на ДНК
клетки!хозяина, для осуществления расщепле!
ния требуется наличие двух сайтов в противопо!
ложной ориентации (голова к голове или хвост к
хвосту), т.е. чтобы два неметилированных сосед!
них участка были локализованы на различных
цепях ДНК, что обычно не встречается в ДНК
хозяина [164, 165]. Распознавание неметилиро!
ванного участка ДНК приводит к инициации
транслоказной активности субъединицы Res.
Однако, в отличие от ферментов I!го типа, при
этом расходуется меньше ATP, и вместо двунап!
равленного протягивания ДНК через комплекс
запускается одномерная диффузия вдоль цепи
ДНК [166, 167]. Расщепление ДНК происходит
в фиксированной позиции от одного из сайтов
распознавания, когда подвижный активирован!
ный комплекс рестрикции взаимодействует с
другим комплексом, остающимся связанным с
неметилированным сайтом. Экспрессия субъ!
единицы Mod также может регулироваться пу!
тем фазовой вариации [168].
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Чтобы избежать расщепления рестриктаза!
ми клетки!хозяина, фаги могут включать в свой
геном модифицированные основания [169].
В ответ на это у прокариот возникли системы R!
M IV!го типа, специфические к модифициро!
ванным участкам ДНК [170, 171]. Тип IV – это
разнообразная и мало изученная группа одиноч!
ных эндонуклеаз рестрикции, у которых отсут!
ствуют сопряженные метилтрансферазы. Фер!
менты подтипа IIM также распознают метили!
рованные основания, и некоторыми авторами
рассматриваются как ферменты типа IV [171].
ЭР типа IV обычно обладают широкой субстрат!
ной специфичностью, и их действие может быть
направлено на метилцитозины (McrA), метил!
аденины (Mrr) или ДНК с фосфоротиоатными
связями (ScoMcrA) [172–174]. Некоторым фер!
ментам из этой группы для расщепления требу!
ется гидролиз ATP или GTP и наличие более од!
ного сайта рестрикции (McrBC или
SauUSI) [175, 176]. Распространение этих бел!
ков и их экологическое значение, вероятно, все
еще остается недооцененным.

Кроме их роли в защите от фагов и контро!
ле горизонтального переноса генов, системы R!
M оказывают влияние на другие биологические
процессы [177]. Например, гены метилтрансфе!
раз часто обнаруживаются без сопряженных ге!
нов рестриктаз, и считается, что такие орфан!
ные ферменты участвуют в регуляции экспрес!
сии или репликации генов. Наиболее изученны!
ми примерами являются Dam МТаза у E. coli и
CcrM – у Caulobacter crescentus [178, 179]. Неко!
торые системы R!M могут рассматриваться как
эгоистичные элементы типа токсин!антиток!
син, поскольку потеря гена МТазы может при!
вести к постсегрегационной гибели клетки, свя!
занной с повреждением ДНК в результате
действия рестриктазы [180]. Эволюционная и
экологическая роль систем R!M также рассмот!
рена в ряде других обзоров [76, 181–183].

Система ограничения роста бактериофагов
(Phage Growth Limitation, Pgl). Система Pgl может
представлять уникальный пример обратной
рестрикции!модификации, при которой моди!
фицированная ДНК подвергается рестрикции,
но в отличие от систем R!M типа IV, модифика!
ция генома фага осуществляется самой системой
защиты клетки!хозяина. Система Pgl была впер!
вые описана при выделении фага ϕC31 на газоне
клеток Streptomyces coelicolor A(3)2 [184]. Позднее
было показано, что потомство фага ϕC31 высво!
бождается из клеток Pgl+ после первого раунда
инфекции, но последующие раунды инфициро!
вания клеток!хозяев были подавлены [185]. Бы!
ло предположено, что вышедшие из клеток Pgl+
фаги несут Pgl!специфичные модификации.

Система Pgl была обнаружена только у
Actinomyces. Считается, что такое альтруистичес!
кое поведение может быть обеспечено много!
клеточными бактериями, которые способны по!
жертвовать одним компартментом ради защиты
всего организма. В то же время Pgl!фенотип мо!
жет обеспечить конкурентное преимущество в
борьбе с родственными Pgl!дефицитными клет!
ками, так как клетки Pgl+ постоянно продуциру!
ют модифицированные фаговые частицы, спо!
собные nоражать другие клетки, но не действую!
щие на Pgl+ хозяина [186]. Фенотип Pgl имеет и
дополнительное преимущество: в случае класси!
ческих систем R!M случайное метилирование
генома фага часто приводит к появлению защи!
щенного фагового потомства, которое будет спо!
собно уничтожить популяцию бактерий. Напро!
тив, обратный механизм действия, характерный
для Pgl, гарантирует, что в ходе инфекционного
процесса не появятся фаги, которым удастся из!
бежать рестрикции (рис. 5).

Система Pgl кодирует 4 компонента: PglX –
аденин!метилтрансферазу, PglY – ATPазу,
PglW – протеинкиназу и PglZ – щелочную фос!
фатазу (рис. 6, а) [187–189]. Для защиты необхо!
димы все четыре белка, при этом активность
первых трех компонентов была показана
in vitro [190]. Делеция гена pglZ в присутствии
функционального pglX невозможна. Поэтому
было предположено, что белки, кодируемые
этими генами, образуют пару токсин!антиток!
син, а PglX играет ключевую роль в рестрикции,
когда его активность не сдерживается белком
PlgZ [190]. До сих пор неизвестно, как система
Pgl распознает фаговую инфекцию и как работа!
ет модуль рестрикции.

Системы исключения бактериофагов
(BacteRiophage EXclusion, BREX). Глобальный
анализ распространения гена pglZ в защитных
островках показал, что он обнаруживается не
только у Actinomyces, но также часто встречается
в консервативных кластерах генов, отличных от
Pgl!системы [18]. Было предположено, что pglZ!
содержащие кластеры представляют новое су!
персемейство систем защиты от фагов, которое
было названо BREX [191]. Исходя из состава
компонентов, системы BREX были классифи!
цированы на 6 типов, и Pgl был отнесен к BREX
типа II (рис. 6, а). Кроме наличия PglZ, общей
чертой всех систем BREX является присутствие
ATPазы и метилтрансферазы. В системах IV!го
типа метилтрансфераза заменена на PAPS!ре!
дуктазу – фермент, участвующий в фосфоротио!
лировании ДНК [192]. Наиболее распростра!
ненным является BREX типа I, и системы этого
типа были экспериментально изучены в клетках
B. subtilis, E. coli и V. Cholerae (где BREX встреча!
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ется в SXT конъюгативных элементах) [191, 193,
194]. Активность BREX метилтрансферазы так!
же была показана для клеток Lactobacillus
casei [195]. Основными компонентами систем
BREX типа I являются BrxX (PglX) – аденин!
специфичная метилтрансфераза, BrxZ (PglZ) –
щелочная фосфатаза, BrxC – ATPаза, BrxL –
Lon!подобная протеаза и небольшой белок BrxB
с неизвестной функцией. Эти предсказанные
активности не были подтверждены in vitro, и
функция отдельных крупных доменов белков
BREX все еще не определена. Также могут при!
сутствовать дополнительные небольшие белки,
которые, как предполагается, играют регулятор!
ную роль или необходимы для обеспечения за!
щиты от определенных фагов (например,
BrxA) [191, 193].

Было показано, что, подобно классическим
системам R!M, системы BREX метилируют
собственную ДНК клетки!хозяина, и наличие

BREX!специфических модификаций в геноме
фага позволяет ему преодолеть защитную сис!
тему [193, 196]. Сайты системы BREX не явля!
ются палиндромами и метилируются только по
одной цепи, что, подобно R!M системам ти!
па III и подтипа ISP, может подразумевать тре!
бование наличия нескольких сайтов и их спе!
цифической ориентации для осуществления
рестрикции. BREX действует на ранних стадиях
фаговой инфекции и препятствует накоплению
вирусной ДНК внутри клеток. Тем не менее ме!
ханизмы рестрикции остаются невыясненны!
ми. Защита BREX системы E. coli подавляется
ДНК!мимикрирующим белком Ocr фа!
га Т7 [46], который является хорошо известным
ингибитором систем R!M типа I [151, 197]. Этот
результат, по!видимому, предполагает наличие
общих механистических особенностей для сис!
тем BREX и мультисубъединичных комплексов
систем R!M.
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Рис. 5. а – Прямой механизм действия рестрикции!модификации: ошибочное метилирование фаговой ДНК во время ин!
фекции клеток, обладающих классической системой R!M (RM+), приведет к образованию потомства фага, которое бу!
дет способно продолжить эффективное инфицирование клеток RM+. Модификации могут быть утрачены только после
прохождения фага через R!M!дефицитные клетки (RM–). б – Обратный механизм действия системы рестрикции!моди!
фикации, который предполагается для системы Pgl: после первого раунда инфекции клетки Pgl+ продуцируют Pgl!моди!
фицированные фаговые частицы, которые подвергаются рестрикции в клетках Pgl+ во время второго раунда инфекции.
Pgl!модифированный фаг может эффективно инфицировать клетки Pgl–
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Системы DISARM. Вслед за открытием
BREX подробное изучение консервативных
кластеров генов в защитных островках привело
к предсказанию еще одной новой системы –
DISARM (Defence Island System Associated with
Restriction!Modification) [198]. Противовирус!
ная активность DISARM была исследована на
примере системы из Bacillus paralicheniformis.
Она состоит из 5 компонентов: хеликазы DrmA,
белка DrmB, содержащего домен DUF1998 с не!
установленной функцией, белка DrmC, содер!
жащего домен фосфолипазы D (PLD), бел!
ка DrmE и цитозин!специфичной метилтранс!

феразы DrmMII [198]. Этот состав характерен
для DISARM класса 2, в то время как в более
распространенных системах класса 1 белок
DrmMII заменен на аденин!метилтрансфера!
зу DrmMI, а белок DrmE – на SNF!2!подобную
хеликазу DrmD (рис. 6, а). Домены PLD могут
быть вовлечены в каталитическую активность
нуклеаз [199]. Тем не менее DrmC не оказался
необходимым для DISARM!опосредованной за!
щиты от фагов. Экспрессии одного лишь бел!
ка DrmMII достаточно для метилирования сим!
метричных сайтов (CCWGG) в ДНК хозяина, а
делеция гена метилтрансферазы в присутствии
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Рис. 6. а – Функциональные субъединицы, характерные для различных типов систем BREX и DISARM. Порядок распо!
ложения компонентов на схеме не всегда отражает действительную организацию генов в опероне. б – Системы, основан!
ные на фосфоротиолировании сахаро!фосфатного остова ДНК. Из!за транзиентного характера PT!модификации лишь
малая часть сайтов действительно является модифицированной в геноме, и мотивы Dnd систем могут оставаться полумо!
дифицированными
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полного кластера DISARM является токсичной
для клеток. Но в отличие от классического фе!
нотипа R!M, фаг ϕ3T с DISARM!специфичным
метилированием был неспособен инфициро!
вать клетки DISARM+, что позволяет предпо!
ложить, что метилирование необходимо, но не!
достаточно для того, чтобы избежать рестрик!
ции [198]. Подобно BREX, DISARM не влияет
на адсорбцию фага и ингибирует ранние стадии
инфекции по неизвестному механизму.

Системы DPD. Помимо метилирования
ДНК, модификации на основе 7!деазагуанина
также могут быть связаны с R!M!подобными за!
щитными системами [200]. В синтезе 7!деазагуа!
нина, который обычно выступает как предшест!
венник модифицированных оснований в моле!
куле транспортной РНК, участвуют несколько
ферментов. Некоторые прокариоты кодируют
дополнительные кластеры генов биосинтеза,
которые ответственны за включение 7!деазагуа!
нина в ДНК [200]. Такие системы DPD (7!деаза!
пурин в ДНК) могут содержать до 10 компонен!
тов (DpdA!K) [200, 201]. R!M!подобная актив!
ность системы DPD была предположена на ос!
нове ингибирования трансформации немоди!
фицированных плазмид в клетки Salmonella
montevideo, несущих кластер dpd [200]. Однако
активность системы DPD против фаговой ин!
фекции до сих пор не показана, и возможный
механизм рестрикции остается невыясненным.
Дополнительные компоненты DPD систем
включают хеликазы, ParB!подобную NTPазу и
нуклеазу PLD, которые могут быть вовлечены в
рестрикцию немодифицированной ДНК. Инте!
ресно, что аналогичные кластеры модификации
7!деазагуанина обнаружены в некоторых вирус!
ных геномах (например, в фагах 9g или Cajan),
где было показано, что данная модификация за!
щищает фаговую ДНК от широкого спектра эн!
донуклеаз рестрикции [202, 203].

Системы, связанные с фосфоротиолировани9
ем ДНК (PT). Рассмотренные ранее модифика!
ции затрагивали только азотистые основания,
но сахаро!фосфатный остов ДНК также может
подвергаться модификации. Замена атома кис!
лорода в гидроксильной группе фосфатного ос!
татка на атом серы, называемая фосфоротиоли!
рованием, приводит к появлению PT!свя!
зи (фосфоротиоат) в ДНК, которая может быть
ассоциирована с различными защитными сис!
темами бактерий и архей [204–206]. Эти систе!
мы кратко представлены на рис. 6, б.

Фосфоротиолирование (PT!модификация)
происходит в результате активности ге!
нов dndABCDE (Dnd – фенотип, связанный с
деградацией ДНК), которые кодируют цистеин!
десульфуразу (DndA), PAPS!редуктазу (DndC),

ATPазу/никирующую эндонуклеазу (DndD) и
небольшой белок DndE, который связывается с
никированной ДНК. При этом DndB регулиру!
ет транскрипцию оперона dndBCDE и таким об!
разом определяет долю PT!модифицированных
сайтов в геноме [204, 207–209]. Пока еще опре!
делены не все стадии биохимического пути, за!
действованного в процесс фосфоротиолирова!
ния. Однако известно, что цистеин является до!
нором атома серы, который переносится на
DndC и затем энергозависимым образом встраи!
вается в ДНК, предварительно никированную
DndD [192, 210, 211]. Недавно было показано,
что гены dnd также могут быть задействованы в
PT!модификации РНК [212]. Считается, что
PT!модификация важна для поддержания ре!
докс!гомеостаза и контроля экспрессии ге!
нов [213], но у бактерий модификационный мо!
дуль Dnd часто сопровождается кластером генов
рестрикции dndFGH [214]. In vitro активность
компонентов DndFGH не была изучена, однако
in vivo присутствие кластера dndABCDE–FGH
ингибировало трансформацию немодифициро!
ванной ДНК, в то время как экспрессия
DndFGH в штамме, не содержащем DndABCE,
приводила к расщеплению собственной ДНК
клетки [214–216]. Наиболее заметной чертой
PT!модификации, которая довольно сильно от!
личается от метилирования системами R!M, яв!
ляется тот факт, что модифицируется лишь не!
большая доля доступных сайтов, и модифика!
ция каждого конкретного участка носит крат!
ковременный характер. Это рождает вопросы о
механизмах избегания рестрикции собственной
ДНК [217, 218]. Наличие метилирования Dam
влияет на распределение PT!модифицирован!
ных сайтов, но не влияет на их общую плот!
ность [219]. В связи с этим было предположено,
что специфичность РT!модификации определя!
ется общей геометрией участка ДНК, а не его
последовательностью [219].

PT!модификация также была показана для
архей, у которых функцию рестрикции вместо
dndFGH выполняет кластер генов pbeABCD [205].
Было показано, что dndCDEA–pbeABCD из кле!
ток Haloterrigena jeotgali обеспечивает противо!
вирусную защиту, и рестрикционная активность
зависит от функционально!активного модуля
PT!модификации, что отличается от поведения
dndFGH [205]. В инфицированных dndCDEA–
pbeABCD клетках не наблюдалось накопления
вирусной ДНК, хотя при этом не было показано
и её расщепления. Гены pbeABCD могут также
обнаруживаться вне контеста dndCDEA или
вблизи генов метилтрансфераз, что подразуме!
вает возможность обмена модулями между раз!
личными защитными системами [205].
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Недавно была открыта еще одна основан!
ная на PT!модификации защитная система –
SspABCD!SspE [206]. Гены sspABCD не гомоло!
гичны генам dndABCDE, но они кодируют сход!
ные функциональные домены и выполняют
PT!модификацию ДНК, в то время как SspE
служит в качестве рестрикционного компонен!
та, ингибируя фаговую инфекцию. In vitro было
показано, что SspE обладает активностью
NTPазы, которая стимулируется наличием PT!
модифицированных сайтов и неспецифи!
ческой никазной эндонуклеазной актив!
ностью [206]. Отличительной особенностью
SspABCD является модификация только одной
цепи ДНК внутри непалиндромных участков
узнавания.

Описание других стратегий защиты прока!
риотических клеток от вирусных инфекций, а
также обсуждение взаимодействий между раз!
личными противовирусными системами будет
продолжено во второй главе рукописи.
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Bacteriophages or phages are viruses that infect bacterial cells (for the scope of this review we will also consider virus!
es that infect Archaea). Constant threat of phage infection is a major force that shapes evolution of the microbial
genomes. To withstand infection, bacteria had evolved numerous strategies to avoid recognition by phages or to direct!
ly interfere with phage propagation inside the cell. Classical molecular biology and genetic engineering have been
deeply intertwined with the study of phages and host defenses. Nowadays, owing to the rise of phage therapy, broad
application of CRISPR!Cas technologies, and development of bioinformatics approaches that facilitate discovery of
new systems, phage biology experiences a revival. This review describes variety of strategies employed by microbes to
counter phage infection, with a focus on novel systems discovered in recent years. First chapter covers defense asso!
ciated with cell surface, role of small molecules, and innate immunity systems relying on DNA modification.

Keywords: bacteriophages, phage!host interactions, antiviral defence, immunity systems, CRISPR!Cas, restriction!
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Одной из основных задач количественной протеомики является определение молекулярных изменений на
уровне белков в клеточном ответе на стресс. При этом в основе биоинформатической обработки получае�
мых экспериментальных данных лежит статистический анализ, в котором многократно тестируется гипоте�
за о равенстве концентраций белков в стрессе относительно нормы. Возникает классическая проблема мно�
жественных сравнений, когда повышается вероятность получения ложноположительных результатов. На
сегодняшний день известно множество подходов для решения этой проблемы. Однако их применение с ис�
торически принятыми фиксированными порогами статистической значимости может приводить к потере
потенциально ценной биологической информации. Используя протеомные данные, полученные ранее для
модельных образцов дрожжей, содержащих белки в известных концентрациях, а также данные для биологи�
ческих моделей раннего и позднего ответа клеток на стресс, были исследованы распределения ложнополо�
жительных и ложноотрицательных результатов в зависимости от значений кратных изменений концентра�
ций и порога статистической значимости. На основе анализа плотности распределения точек на диаграммах
рассеяния, метода Бенджамини–Хохберга и анализа обогащений генных онтологий предложен наглядный
протокол оптимизации статистического порога и отбора дифференциально регулированных белков, кото�
рый будет полезен исследователям, работающим в области количественного анализа протеомных данных.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: протеомика, биоинформатика, клеточный ответ, масс�спектрометрия.
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ВВЕДЕНИЕ

В современных протеомных исследованиях
широкое распространение получил так называе�
мый метод протеомики «снизу�вверх» («bottom�
up proteomics»), в основе которого лежит ис�
пользование тандемной масс�спектрометрии в
сочетании с высокоэффективной жидкостной
хроматографией (ВЭЖХ�МС/МС) [1]. В таком
эксперименте цельноклеточные или субклеточ�
ные белковые фракции ферментативно расщеп�

ляются на пептиды, которые затем хроматогра�
фически разделяются и переводятся из жидкой
фазы в газовую с помощью источника иониза�
ции. После ионизации аналит попадает в масс�
спектрометр, где измеряются массы пептидов, а
также осуществляется их фрагментация. Благо�
даря спектрам фрагментации становится воз�
можным восстановить первичную структуру
пептидов, соотнести их с последовательностями
белков и таким образом идентифицировать бел�
ковый состав образца [2].

Идентификация пептидов осуществляется с
использованием так называемых протеомных
поисковых машин (proteomic search engines) –
специальных программ, основной задачей кото�
рых является сопоставление эксперименталь�
ных и теоретических спектров фрагментации
пептидов в пределах заданной точности измере�
ний массы. Для заданного правила фермента�
тивного гидролиза из баз данных белков автома�
тически создаются списки теоретически воз�
можных пептидов, для каждого из которых рас�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГО – генные онтологии;
FC – кратное изменение концентрации белка (англ. fold
change); fdr – доля ложно положительных результатов
(англ. false discovery rate); MBR – выравнивание хромато�
масс�спектрометрических данных по времени удержива�
ния и массе пептида между экспериментами (англ. match�
between�runs); NSAF – нормализованные спектральные
интенсивности белков (англ. normalized spectral abundance
factor); SC – подсчёт спектров фрагментации на белок
(англ. spectral count); SI – нормализованный спектральный
индекс (англ. spectral index normalized).

* Адресат для корреспонденции.



ГАБДРАХМАНОВ и др.

считываются массы пептида и их теоретически
возможных фрагментов. Каждое совпадение
экспериментального и теоретического спектра
(пептид�спектральное совпадение, peptide�spec�
trum match, PSM) характеризуется параметрами,
определяющими степень доверия такому собы�
тию. На этапе последующей обработки резуль�
татов поиска с помощью программного обеспе�
чения осуществляется контроль уровня ложно�
положительных идентификаций и сборка бел�
ков из идентифицированных пептидов [3].

В количественной протеомике ставится
цель: определить дифференциально регулиро�
ванные белки при сравнении нескольких групп
образцов [4]. Методы количественной протео�
мики делят на две группы. В первую группу вхо�
дят так называемые безметочные методы, в ос�
нове которых лежит либо подсчёт числа спект�
ральных идентификаций на белок, либо анализ
хроматографических интенсивностей пептидов.
Вторую группу составляют методы, в которых
аминокислоты пептидов или белков метят изо�
топными метками. Главное отличие методов
второй группы заключается в том, что они поз�
воляют делать мультиплексный эксперимент,
т.е. смешивать в одной пробе образцы с разными
метками. Последнее позволяет минимизировать
время анализа и повысить техническую воспро�
изводимость количественных экспериментов и,
соответственно, получить более точные полуко�
личественные оценки.

С тех пор как была показана линейная зави�
симость между числом спектральных идентифи�
каций и концентрацией белка в образце, этот па�
раметр (т.е. число спектров фрагментации на бе�
лок) используется в качестве простой количест�
венной оценки [3]. Это наблюдение дало начало
целой серии методов, основанных на подсчёте
спектров, которые различаются между собой
способами нормирования [5–7]. Например, в
методе нормализованных спектральных интен�
сивностей белков (Normalized Spectral Abun�
dance Factor, NSAF) количественный индекс
представляет собой отношение числа пептид�
спектральных совпадений (Spectral Count, SC)
на белок к его длине L, которое затем нормали�
зуется на сумму значений SC/L для всех белков,
идентифицированных в сложной смеси [6].

Другой метод, известный как нормализо�
ванный спектральный индекс (Spectral Index
Normalized, SI), сочетает в себе три параметра:
число уникальных пептидов на белок, число

спектров фрагментации на пептид и суммарную
интенсивность ионов�фрагментов, совпавших с
теоретическими фрагментами [7]:

где ij – интенсивность пика j�го фрагмента, SC –
число пептид�спектральных совпадений на пеп�
тид k, а pn – число пептидов, идентифицирован�
ных для данного белка. Чтобы рассчитать отно�
сительное содержание белка в образце, значе�
ния SI нормализуют по длине белка L и сумме
SI всех идентифицированных белков.

Методы, основанные на подсчёте спектров,
до сих пор являются одними из наиболее рас�
пространённых подходов в количественном
анализе белков.

Наиболее серьёзным недостатком програм�
мных конвейеров, в которых используется
подсчёт спектров фрагментации, является не�
удовлетворительная воспроизводимость резуль�
татов идентификации пептидов и белков между
экспериментами. Основной причиной является
плохое покрытие белковой последовательности
идентифицированными пептидами, что связа�
но со стохастической природой масс�спектро�
метрических данных. Так, в различных наборах
данных 20–50% всех белков могут быть иденти�
фицированы лишь по одному пептиду, причём
в разных экспериментах это могут быть разные
белки [8]. Возникает проблема так называемых
«отсутствующих значений» (missing value prob�
lem), которые необходимо чем�то замещать,
прежде чем выполнять статистический анализ.
Строго говоря, отсутствующие значения могут
быть исключены из анализа, или анализ может
быть выполнен без их замещения. Однако в ме�
тодах Spectral Count, основанных на подсчёте
спектров фрагментации, белки, регуляция ко�
торых сильно изменяется при воздействии на
клетки, могут находиться за пределами обнару�
жения в образцах, не подвергавшихся стрессу.
В результате исключение белков с отсутствую�
щими значениями приведёт к потере сущест�
венной доли отклика на стресс, а анализ без за�
мещения для значительной части гипотез при�
ведёт к нарушению условий применимости ста�
тистических тестов (например, требование на
минимальное число точек в выборке, распреде�
ление по Гауссу). В свою очередь, замена отсут�
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ствующих значений становится источником
больших погрешностей при оценке кратных из�
менений количественного содержания белков в
программных конвейерах, где количественно�
му анализу предшествует идентификация бел�
ков. Существует большое количество различ�
ных стратегий замещения отсутствующих зна�
чений и даже классификация источников их
происхождения [9]. В самом простом случае от�
сутствующее значение замещается, например
минимальным значением интенсивности, из�
меренным в конкретном ВЭЖХ�МС экспери�
менте. Строго говоря, такое произвольное за�
мещение гарантирует не только некорректный
расчёт кратных изменений (Fold Change, FC),
но будет отражаться и на статистической зна�
чимости: чем сильнее отличаются значения
средних и дисперсии, тем меньше p�value, и на�
оборот. Как следствие, алгоритмы восстановле�
ния данных могут влиять на количество и лож�
ноположительных, и ложноотрицательных
признаков в результатах количественного ана�
лиза за счёт белков с восстановленными значе�
ниями.

В последнее время наиболее популярным
решением является стратегия замещения отсут�
ствующих значений на этапе, предшествующем
идентификации пептидов. Стратегия основана
на выравнивании наборов экспериментальных
данных по времени хроматографического удер�
живания и массы пептида в пределах приборной
погрешности (Match�Between�Runs, MBR) [10].
Ионы пептидов одинаковой первичной струк�
туры детектируются масс�спектрометром в
один и тот же момент времени. В хроматограм�
ме, построенной по ионному току для конкрет�
ного соотношения m/z ионов пептида в зависи�
мости от времени t, будет наблюдаться пик, вы�
сота и площадь которого коррелирует с концен�
трацией пептида. Данный факт широко ис�
пользуется для количественных оценок концен�
траций пептидов и белков [1, 11]. Совокуп�
ность параметров (t, m/z) представляет собой
признак детектирования пептида (Peptide
Feature). Если в наборе экспериментальных
данных присутствует такой признак, и он имеет
высокую степень сходства с пептидными приз�
наками из других экспериментов этой же серии,
но ему не была сопоставлена пептидная иден�
тификация, то отсутствующему значению прис�
ваивается интенсивность этого схожего призна�
ка. Такая стратегия позволяет свести долю отсут�
ствующих значений в данных к 2–3%, что поз�
воляет безболезненно исключить их из даль�
нейшего рассмотрения [12]. В ряде исследова�
ний было показано, что такая процедура спо�
собна внести в данные существенное число

ошибочных замещений, которые тем не менее
успешно отфильтровываются на последующих
стадиях анализа [13]. Методы, основанные на
использовании хроматографических интенсив�
ностей, позиционируют в безметочной протео�
мике как более точные и чувствительные, осо�
бенно при использовании масс�спектрометров
высокого разрешения 14–16]. В их основе, как
правило, лежит использование байесовской
статистики для определения количественных
изменений в наборах пептидов, которые пред�
положительно связаны с одной протеофор�
мой [15], и вводится концепция апостериорных
вероятностей как замена статистически необос�
нованному выбору порога кратных изменений
концентраций белков [16]. Отметим, что источ�
никами ошибок для этих методов могут быть
несовершенства алгоритмов выравнивания экс�
периментальных данных и детектирования пеп�
тидных признаков, а также технические осо�
бенности работы прибора. В связи с этим необ�
ходимы нормировка данных, эффективный
контроль качества пептидной выборки и уровня
ложноположительных результатов в количест�
венном анализе.

Известно, что вероятность совершения
ложных статистических выводов значительно
возрастает при одновременном тестировании
большого числа гипотез [17]. В статистике опре�
деляют ошибки I�го и II�го рода. Ошибка I�
го рода совершается при отклонении верной ну�
левой гипотезы (ложноположительный резуль�
тат), тогда как ошибка II�го рода возникает при
принятии неверной нулевой гипотезы (ложно�
отрицательный результат). Смысл всех сущест�
вующих методов контроля ложноположитель�
ных результатов сводится к установлению более
жёсткого статистического порога. Так, в поправ�
ке Бонферрони пороговая статистическая зна�
чимость для каждого теста находится делением
стандартного значения порога на количество
тестов. Коррекция Бонферрони является кон�
сервативной и приводит к высокому уровню
ложных отрицаний при большом числе сравне�
ний. Другой способ, метод Холма, пошагово вы�
числяет уровни значимости α′(i) в зависимости
от ранга гипотезы i, α′(i) = α/(m"i+1), где α –
статистическая значимость, m – число гипотез.
Наиболее популярной мерой контроля ошибок
первого рода является частота ложноположи�
тельных результатов (false discovery rate, fdr), ко�
торая определяется как ожидаемая доля непра�
вильно отклоненных нулевых гипотез среди
всех отклонений. В методе Бенджамини–Хох�
берга для каждого номера гипотезы i и заданно�
го значения q проверяется условие p(i) ≤ iq/m,
где m – общее количество тестов. Метод приме�
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няется повсеместно в биологических исследова�
ниях, в том числе и в задачах количественного
анализа протеомных данных.

Целесообразность использования фикси�
рованных статистических порогов при анализе
данных до сих пор горячо обсуждается науч�
ным сообществом [18]. За время нашей работы
в области количественной протеомики [19–21]
мы также пришли к выводу, что использование
фиксированного порога p < 0,05 для любого
набора данных может приводить к потере по�
тенциально ценной биологической информа�
ции или вносить в данные статистический
шум.

В данной работе мы рассмотрели методы
безметочного количественного анализа белков,
интегрированные в различные протеомные по�
исковые конвейеры для эффективного опреде�
ления уровня ошибок I�го рода в протеомных
данных. В частности, мы показываем, что
ошибки I�го рода представляют серьезную
проблему при анализе раннего отклика на
стресс: в случаях, когда протеомный ответ слабо
выражен. В работе также предложен простой и
наглядный способ оптимизации статистическо�
го порога на основе метода Бенджамини–Хох�
берга, анализа плотности распределения точек
на диаграммах рассеяния и генных онтоло�
гий (ГО). Предложенная методика оптимизации
статистического порога будет полезна исследо�
вателям, занимающимся количественным ана�
лизом протеомных данных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы. Были использованы эксперимен�
тальные данные для модельных образцов
Saccharomyces cerevisiae из исследования iPRG�
2015 (https://abrf.org/sites/default/files/temp/RGs/
iPRG/iprg2015_study_instructions_final.pdf).
В этом исследовании четыре триптических гид�
ролизата шести белков в различных известных
концентрациях были смешаны с одинаковым
количеством триптического гидролизата белков
дрожжей. Этот набор данных является количе�
ственным стандартом сравнительной протео�
мики.

Для сравнения безметочных методов ис�
пользовались клеточная модель нормальных
астроцитов (предоставлена для протеомного
анализа сотрудниками Института молекулярной
биологии им. Энгельгардта) и дикий тип S. cere"
visiae. Клетки астроцитов подвергались обработ�
ке интерфероном�α в течение 24 ч, согласно
стандартному протоколу [20], и являлись в дан�
ном исследовании моделью позднего отклика

клеток на стресс. Клетки дрожжей дикого типа
обрабатывали этанолом в течение 1,5 ч и явля�
лись моделью раннего отклика клеток на
стресс [19].

Идентификация пептидов и белков. Экспе�
риментальные данные формата (raw) конверти�
ровались в форматы (mgf) и (mzML) с помощью
программы MSConvert, используя параметры
по умолчанию [22]. Для идентификации пепти�
дов использовались базы данных белков чело�
века и дрожжей SwissProt (sp) (загружены
16.10.2019). Для работы с модельными образца�
ми дрожжей использовалась база из исследова�
ния iPRG�2015. Поиски выполнялись по объе�
диненным базам (sp+sp_reverse); базы ложных
белков создавались считыванием sp справа на�
лево (sp_reverse). Для поиска пептид�спектраль�
ных совпадений использовались поисковые ма�
шины MSFragger [23] и IdentiPy [24] со следую�
щими параметрами: относительная точность
измерения масс ионов�предшественников – 15
и 20 ppm, ошибка определения масс ионов�про�
дуктов – 0,01 Да и 20 ppm для модельного об�
разца дрожжей из iPRG�2015 и для остальных
данных соответственно. Остальные парамет�
ры – по умолчанию. Для пост�обработки ре�
зультатов поиска использовалось программное
обеспечение Scavager [25] и Percolator [26]. Рас�
чёт индексов NSAF реализован в Scavager, ста�
тистический анализ выполнялся, как опубли�
ковано ранее [19, 20]. Отсутствующие значения
количественных индексов белков, NSAF, заме�
щались минимальным значением индекса в
реплике и преобразовывались в log10�шкалу с
последующим выравниванием глобального
распределения относительно нуля и нормиров�
ки на стандартное отклонение. Для количест�
венных алгоритмов Diffacto [15] и Triqler [16]
интенсивности пептидов извлекались автома�
тически в программном конвейере IdentiPy/
Scavager. Использование Triqler было адаптиро�
вано для программы Scavager. Отсутствующие
значения хроматографических интенсивностей
пептидов замещались с использованием подхо�
да MBR после идентификации пептид�спект�
ральных совпадений, преобразовывались в
log10�шкалу и нормализовались с помощью ме�
тодов, реализованных в Diffacto и Triqler. Табли�
цы с идентификациями пептидов и белков по�
исковым конвейером X!Tandem/MPscore взяты
из ранее опубликованной работы [21]. Анализ
генных онтологий выполнен с помощью прог�
раммы GOrilla; порогом статистической значи�
мости обогащения терминов ГО было принято
α = 0,05 с учётом корректировки на множест�
венные сравнения по Бенджамини–Хохбер�
гу [27].
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Использование модельных образцов S. cere�
visiae для экспериментального определения оши=
бок I=го рода. Для экспериментального опреде�
ления ошибок I�го рода были использованы че�
тыре модельных образца, каждый из которых
содержал одинаковое количество триптическо�
го гидролизата S. cerevisiae (фоновые белки),
смешанного с шестью белками других организ�
мов в известных и различных концентрациях.
Эти шесть белков в дальнейшем будут называть�
ся контрольными. Различные поисковые маши�
ны (MSFragger [23], IdentiPy [24]) и программы
для пост�обработки идентификаций (Scavager
[25], Percolator [26]) были объединены в пять
программных конвейеров, чтобы оценить, как
изменяются результаты количественного анали�
за в зависимости от использования того или
иного программного продукта.

На рисунке 1, а для разных протеомных кон�
вейеров показаны доли k правильно определен�
ных контрольных белков (true positive, tp) среди
общего числа белков N, которые преодолели

статистический порог. Доля таких белков варьи�
руется от 0% до 100% для разных конвейеров, а
также имеет существенный разброс в пределах
одного конвейера для разных попарных сравне�
ний образцов (макс. ± 40%). Логично предполо�
жить, что такой разброс может быть связан с со�
отношениями концентраций контрольных бел�
ков в образцах. На рис. 1, а ошибкам I�го рода
соответствуют значения 1–tp. На рис. 1, б пока�
заны ошибки 2�го рода – доли X–k контрольных
белков (false negatives, fn), не преодолевших ста�
тистический порог среди ожидаемых контроль�
ных белков X. Ожидаемыми контрольными бел�
ками считались белки, для которых отношения
фактических концентраций FC были вне диапа�
зона 0,846 < FC < 1,182. Граничные значения ин�
тервала соответствуют фактическому соотноше�
нию концентраций контрольных белков в мо�
дельных образцах. Было принято допущение,
что данные значения могут представлять собой
предельные значения чувствительности количе�
ственных методов. Результаты показали, что
действительно методы, основанные на анализе
хроматографических интенсивностей, демон�
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Рис. 1. Доли правильных (true positive, tp) белков (а) и ложно отрицательных (false negative, fn) результатов (б) для разных
программных конвейеров в попарных сравнениях модельных образцов дрожжей. а – Доля tp контрольных белков k в об�
щем числе белков N, которые преодолели статистический порог fdrBH (q�value) = 0,05 и порог кратных изменений
FC = 1,0; tp = k/N. «NA» соответствует k, N = 0. Значения 1–tp соответствуют ошибкам I�го рода. б – Доля fn ложноотри�
цательных результатов X–k относительно ожидаемых белков X; fn = (X–k)/X. Значения fn соответствуют ошибкам II�
го рода. Ожидаемыми дифференциально регулированными белками считались белки, для которых отношения фактичес�
ких концентраций FC были вне диапазона 0,846 < FC < 1,182. Обозначения: поисковые машины MSFragger (msfr),
IdentiPy (iden); программы для пост�обработки пептид�спектральных совпадений Scavager (scav), Percolator (perc); коли�
чественные методы NSAF (nsaf), Triqler (triq), Diffacto (diff); попарные сравнения модельных образцов SiSj, i≠j. Цветовая
шкала соответствует изменению значений от 0,0 до 1,0. (С цветными вариантами рис. 1–6 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)

а б



стрируют как высокую чувствительность к сла�
бым изменениям концентраций (FC = 1,2), так
и более высокую точность определения множе�
ства белков с изменениями концентраций.

Следует учитывать, что в общем случае бел�
ки фона, преодолевшие критерии отбора, могут
быть идентифицированы по пептидам, часто
встречаемым в протеомных образцах контами�
нантов, либо совпадать с пептидами контроль�
ных белков. Проверка по базе данных таких
контаминантов (ftp://ftp.thegpm.org/fasta/cRAP)
показала, что пептиды, по которым идентифи�
цированы фоновые белки, в белках�контами�
нантах отсутствуют. Пересечений с последова�
тельностями контрольных белков также обнару�
жено не было.

Одним из самых простых способов оценить
точность определения кратных изменений кон�
центрации белка является использование мо�
дельных образцов с белками известных концент�
раций. На рис. 2 показаны корреляции между
рассчитанным и фактическим соотношениями
концентраций для каждого белка во всех парах
образцов из исследования iPRG�2015. Наилуч�
шие результаты с угловыми коэффициентами
близкими к единице были получены при ис�
пользовании программных конвейеров, в кото�
рые интегрированы алгоритмы количественного
анализа интенсивностей пептидов, Diffacto и
Triqler. Использование индекса NSAF приводит
к двукратному занижению расчётных значе�
ний |log2FC|, что необходимо учитывать в даль�
нейшем анализе. Отметим, что для всех конвейе�
ров наблюдался разброс белков фона в широком
диапазоне значений |log2FC|, что согласуется с
результатами на рис. 1 и диктует необходимость
выбора более строгих статистических критериев.

Для оптимизации критериев отбора иссле�
дуем зависимость доли контрольных белков k в
общем числе белков N, которые преодолевают
статистический порог, от значения этого порога,
fdrBH (или q�value) (рис. 3, а). Согласно получен�
ным зависимостям, статистические пороги в не�
которых случаях могут быть выбраны так, чтобы
отсеять фоновые (ложные) белки, максимально
сохранив контрольные (правильные): опти�
мальным считается порог, при котором доля
контрольных белков tp → max при fn → min. Так
оптимальными значениями статистических по�
рогов, усреднёнными по попарным сравнениям
образцов, были приняты 0,003, 0,03 и 0,05 для
конвейеров, в которые интегрированы, соответ�
ственно, алгоритмы Triqler, Diffacto и NSAF.

Была исследована также зависимость доли
контрольных белков от порогового значения
кратных изменений |log2FC| для оптимальных
порогов статистической значимости (рис. 3, б).

Наблюдалась ожидаемая зависимость: чем выше
порог отбора кратных изменений концентра�
ций FC, тем меньше ложноположительных ре�
зультатов в количественном анализе. Так, нап�
ример, при |log2FC| > 3,0 доля ложноположи�
тельных результатов в количественном анализе
для большинства рассмотренных конвейеров
близка к нулю, тогда как для диапазона
0,5 < |log2FC| < 2,0 она может составлять от 10%
до 90%.

Поздний и ранний отклик на стресс на приме=
ре анализа количественных изменений белков в
клеточных моделях астроцитов и S. cerevisiae. Для
исследования общих закономерностей в распре�
делениях ошибок I�го рода были использованы
протеомные данные для клеточных моделей аст�
роцитов и дрожжей. Модель нормальных астро�
цитов являлась примером позднего отклика на
стресс, когда изменения на трансляционном
уровне сильно выражены (24 ч интерферон�α).
Клетки S. cerevisiae дикого типа, инкубирован�
ные с этанолом в течение 1,5 ч, моделировали
слабые изменения на уровне протеома (ранний
отклик на стресс). На рис. 4 для данных моделей
показано сравнение классических методов кор�
ректировки на множественные сравнения. Для
панорамного количественного анализа протео�
мов (с глубиной идентификации более 2000 бел�
ков) применение метода Бенджамини–Хохбер�
га является лучшим выбором. Однако обратим
внимание, что в случае раннего отклика стан�
дартные статистические критерии отбора
fdrBH < 0,05 проходит в 2–3 раза больше белков,
чем в случае позднего. При этом 40% таких бел�
ков сосредоточено в области слабых количест�
венных изменений 0,5 < |log2FC| < 2,0, где ожи�
дается высокий уровень ложно отвергнутых ги�
потез (согласно рис. 3). При использовании ал�
горитма Triqler (рис. 4, б) этот эффект выражен
слабее (206 и 227 белков, соответственно, в
позднем и раннем откликах). Такое наблюдение
также согласуется с результатами анализа мо�
дельных образцов дрожжей и подтверждает, что
в раннем отклике ожидается большее число
ложноположительных результатов.

Оптимизация критериев отбора и оценка био=
логической релевантности дифференциально регу=
лированных белков на основе анализа генных он=
тологий. Для оценки биологической релевант�
ности молекулярных изменений в биологичес�
ких моделях в ответ на стресс был использован
анализ ГО. Как видно из рис. 5, ужесточение
статистического порога приводит к увеличению
относительного числа дифференциально
экспрессированных генов, вовлеченных в обо�
гащенные биологические процессы. Этот эф�
фект наиболее заметен при анализе белков с не�

ГАБДРАХМАНОВ и др.
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Рис. 2. Сравнение расчётных и фактических соотношений концентраций контрольных и фоновых белков. Расчётные зна�
чения для каждого белка усреднены по техническим репликам. Для фоновых белков фактическое отношение концентра�
ций принято за единицу. Красный и зелёный пунктир соответствуют линейной аппроксимации точек и ожидаемой зави�
симости y = x соответственно



ГАБДРАХМАНОВ и др.

большими изменениями концентраций (груп�
пы down – в астроцитах, up и down – в пекарс�
ких дрожжах рис. 5). Данный результат хорошо
согласуется с результатами анализа модельных
образцов дрожжей и подтверждает, что ужесто�
чением статистического порога возможно сок�
ратить число ложноположительных результатов
в области малых кратных изменений. Этой тен�
денции не подчиняются результаты анализа
раннего отклика методом Triqler, для которого,
очевидно, в условиях раннего стресса в выбран�
ном диапазоне пороговых значений статисти�
ческой значимости такое правило не работа�
ет (рис. 5, б). Также в выбранном диапазоне наб�
людается определенная несогласованность и
для результатов, полученных методом NSAF.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ модельных образцов дрожжей пока�
зал, что ошибки I�го рода неравномерно распре�
делены по значениям кратных изменений концен�

траций белков и могут представлять серьёзную
проблему для диапазона слабых изменений кон�
центраций, 0,5 < |log2FC| < 2,0. Это ожидаемый
результат. На практике такой эффект обычно
компенсируют отбором по пороговому значению
кратных изменений (FC), который, как правило,
варьируется в интервале 1,5–2,5 и выбирается
произвольным образом. Однако после такого от�
бора рассчитанный уровень ложноположитель�
ных результатов фактически следует признавать
недействительным [16]. Такой подход также бу�
дет негативным образом сказываться на результа�
тах анализа раннего отклика на стресс, когда из�
менения на уровне протеома слабо выражены.
Фактически, в случае раннего отклика такой от�
бор отсеет не только ложноположительные ре�
зультаты, но и существенную часть правильных.
Более эффективной стратегией с этой точки зре�
ния является оптимизация статистического кри�
терия, характеризующего степень доверия рас�
считанным значениям кратных изменений.

Метод Бенджамини–Хохберга, несомнен�
но, является оптимальным выбором для задач
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Рис. 3. Зависимость доли правильно определенных (true positive, tp) белков и ложноотрицательных (false negative, fn) ре�
зультатов от критериев отбора дифференциально регулированных белков: а – статистический порог, fdrBH (q�value);
б – пороговое значение кратных изменений, |log2FC|, при фиксированном (оптимизированном) пороге статистической
значимости. Оптимизированные пороги обозначены и равны 0,003 (Triqler), 0,03 (Diffacto), 0,05 (NSAF). Доля кон�
трольных белков k среди общего числа статистически значимых белков N: tp = k/N (сплошная линия). Доля ложноотри�
цательных результатов X–k относительно ожидаемых белков X: fn = (X–k)/X (пунктир). Значения tp и fn усреднены по по�
парным сравнениям образцов из iPRG�2015

а б
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Рис. 4. Сравнение классических методов контроля уровня ложноположительных результатов в случае позднего (число
тестов = 3500) и раннего (число тестов = 2300) отклика клеток на внешнее воздействие (а). Результаты количественного
анализа с использованием метода Triqler для случаев позднего и раннего отклика клеток на стресс (б). Идентификация и
пост�поисковая валидация белков выполнены программным конвейером Identipy/Scavager. Горизонтальный пунктир со�
ответствует порогу 0,05; В – поправка Бонферрони, Н – метод Холма, ВН – метод Бенджамини–Хохберга. Стрелки ↑↓
соответствуют направлению дифференциальной регуляции белков. Для NSAF значения FC скорректированы согласно
угловым коэффициентам (рис. 2). Ось Х: кратное изменение концентраций белков FC в log2�шкале. Ось Y: статистичес�
кая значимость, p�value или q�value, в отрицательной log10�шкале

а

б



ГАБДРАХМАНОВ и др.

панорамной количественной протеомики [28,
29], однако использование одинакового статис�
тического порога для отбора дифференциально
регулированных белков способно привести к
потере потенциально ценной биологической
информации. В нашей работе показано, что оп�
тимальный статистический порог не только
позволяет сократить число ложноположитель�
ных результатов в области малых кратных изме�
нений концентраций (рис. 3), но и коррелирует
с увеличением относительного числа диффе�
ренциально экспрессированных генов, вовле�
чённых в обогащение ГО (рис. 5). Использова�
ние различных методов и стратегий количест�
венного анализа, в том числе поисковых ма�
шин, программ пост�поисковой обработки дан�
ных, стратегий восстановления отсутствующих
значений и, в наибольшей степени, различных
подходов для статистической обработки коли�
чественных данных существенным образом от�
ражается как на точности рассчитанных крат�
ных изменений концентраций белков, так и на
значениях статистической значимости (рис. 2
и 4). В случае раннего отклика клеток на стресс
стандартный статистический порог может про�
ходить в 2–3 раза больше белков, чем в случае
позднего, причём до 40% таких белков сосредо�
точено в области малых изменений концентра�
ции белков (рис. 4), где ожидается больше лож�
ноположительных результатов (рис. 2). Возни�
кает вопрос, как отбирать дифференциально

регулированные признаки в условиях разной
чувствительности количественных методов и
программных конвейеров, и как выбирать оп�
тимальный статистический порог в случае ана�
лиза реальных биологических моделей. На ос�
нове полученных результатов мы предлагаем
дополнять протокол отбора дифференциально
экспрессированных признаков анализом рас�
пределения плотности точек на диаграммах
рассеяния (рис. 6). В основе такого анализа ле�
жат два предположения: (1) плотное множество
точек на диаграмме рассеяния (log2FC, log10 p"
value) соответствует неизменной части протео�
ма; и (2) граница между «плотным» и «разре�
женным» множеством точек определяется как
сумма третьего квартиля и полутора межквар�
тильных расстояний распределения плотности
точек (отклонение +2,698σ от медианы). Если
порог 0,05 fdrBH проходит ниже границы, то в
данных ожидается статистический шум, а уро�
вень ошибок I�го рода занижен (что актуально
для метода Diffacto, рис. 4, а). Если по�
рог 0,05 fdrBH проходит выше границы, то пред�
полагается высокий уровень ошибок II�го ро�
да (как в случае с методами NSAF и Triqler,
рис. 4, б). В таких случаях целесообразно будет
изменить порог отбора в сторону ужесточе�
ния (для Diffacto) или расслабления (для NSAF
и Triqler). Новый порог можно считать опти�
мальным и обоснованным, если его использова�
ние приводит к увеличению доли дифференци�
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Рис. 5. Зависимость числа генов, вовлечённых в обогащённые биологические процессы, от количества ошибок I�го рода
в позднем и раннем отклике клеток на стресс. Для NSAF значения FC скорректированы, согласно угловым коэффициен�
там на рис. 2. Поздний отклик: инкубация астроцитов 24 ч с IFNα (а), ранний отклик: инкубация S. cerevisiae 1,5 ч с эта�
нолом (б). Обозначения: %Genes – число генов, вовлечённых в обогащённые ГО, относительно общего числа дифферен�
циально экспрессированных генов

а б
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Рис. 6. Схема отбора дифференциально регулированных белков и оптимизации статистического порога на основе анали�
за плотности распределения точек на диаграммах рассеяния и анализа генных онтологий для количественной протеоми�
ки. Обозначения: NSAF, Diffacto, Triqler – методы безметочного количественного анализа; fdrBH – ожидаемая доля лож�
ных отклонений гипотез, скорректированная на множественные сравнения методом Бенджамини–Хохберга; Q1, Q3 –
первый и третий квартили распределения плотности точек по оси –log10fdrBH; FC – кратное изменение количественного
содержания белка
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ально регулированных признаков, вовлечённых
в обогащённые термины ГО, что, в свою оче�
редь, должно способствовать исчерпывающей
интерпретации количественных данных. Сог�
ласно предложенной методике, были определе�
ны новые статистические пороги для моделей
раннего и позднего отклика, а анализ обогаще�
ний ГО дифференциально регулированных
признаков, отобранных согласно оптимизиро�
ванным порогам, показал увеличение доли диф�
ференциально регулированных белков в обога�
щённых ГО (рис. S1 в Приложении). Такой под�
ход предлагается интерпретировать как способ
качественной визуализации уровня ошибок I�го
и II�го рода в результатах, полученных в услови�
ях отличающихся статистических дизайнов с
помощью методов, обладающих различной ста�
тистической мощностью.

Применение такого подхода не бесспорно.
Во�первых, в работе мы используем статисти�
ческий анализ обогащения ГО как источник
данных, комплементарных результатам проте�
омного анализа, считая положительную корре�
ляцию подтверждением релевантности отобран�
ных дифференциально регулированных призна�
ков. В то же время статистический анализ обога�
щений ГО сам содержит ошибки I�го и II�го ро�
да. Во�вторых, если к использованию более
жёсткого порога можно отнестись снисходи�
тельно, то идея его расслабления вызывает
обоснованный протест, так как уменьшая уро�
вень ошибок II�го рода, мы можем существенно
увеличить долю ложноположительных результа�
тов (рис. S1 в Приложении). Поэтому мы пред�
лагаем использовать анализ плотности распре�
деления точек, как дополнительную качествен�
ную характеристику мощности статистического
комплекса, применяемого для количественного
анализа в протеомике. В сочетании с анали�
зом ГО такой подход позволит обосновать вы�
бор другого статистического порога, способ�
ствующего более полной интерпретации коли�
чественных данных. Однако следует понимать,
что последнее подразумевает привлечение до�
полнительных статистических и/или экспери�
ментальных методов для валидации результатов
такого анализа. На этапе генерации и проверки
ключевой гипотезы для этих целей целесообраз�

но использовать методы таргетного количест�
венного анализа, такие как метод мониторинга
множественных переходов (Multiple reaction
monitoring, MRM), иммунологические методы и
полимеразную цепную реакцию.

В заключение отметим, что анализ генных
онтологий довольно давно служит простой и
интуитивно понятной метрикой биологической
релевантности найденных количественных из�
менений [30, 31]. Естественным ограничением
данного метода интерпретации количественных
данных являются новые и ранее не описанные
регуляторы и участники биологических процес�
сов – это ситуация аналогичная «поиску под
фонарем» – мы интерпретируем ту часть коли�
чественных данных, для которой известна клас�
сификация/аннотация (экспериментально уста�
новлена, предсказана с некоторой точностью).
Однако это не препятствует применению анали�
за ГО в рамках предложенного в работе подхода.
Мы считаем, что анализ плотности распределе�
ния количественных изменений может быть по�
лезен и в других ОМИКС�подходах, где возни�
кает схожая проблематика.
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PROTEOMICS OF CELLULAR RESPONSE TO STRESS:
TAKING CONTROL OF FALSE POSITIVE RESULTS

I. T. Gabdrakhmanov1, M. V. Gorshkov2,3, and I. A. Tarasova3*

1 Skolkovo Institute of Science and Technology, 121205 Moscow, Russia
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One of the main goals of quantitative proteomics is molecular profiling of cellular response to stress at the protein
level. To perform this profiling, statistical analysis of experimental data involves multiple testing of a hypothesis about
the equality of protein concentrations between the cells under normal and stress conditions. This analysis is then asso�
ciated with the multiple testing problem dealing with the increased chance of obtaining false positive results. A num�
ber of solutions to this problem are known, yet, they may lead to the loss of potentially important biological informa�
tion when applied with commonly accepted thresholds of statistical significance. Using the proteomic data obtained
earlier for the yeast samples containing proteins at known concentrations and the biological models of early and late
cellular responses to stress, we analyzed dependences of distributions of false positive and false negative rates on the
protein fold changes and thresholds of statistical significance. Based on the analysis of the density of data points in the
volcano plots, Benjamini–Hochberg method, and gene ontology analysis, visual approach for optimization of the sta�
tistical threshold and selection of the differentially regulated proteins has been suggested, which could be useful for
researchers working in the field of quantitative proteomics.

Keywords: proteomics, bioinformatics, cell response, mass spectrometry
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Аналоги инкретиновых гормонов, в том числе глюкагон�подобного пептида 1�типа (ГПП�1), обладают соче�
танным сахароснижающим, анорексигенным и кардиопротективным действиями. Механизмы действия
ГПП�1 и его аналогов хорошо изучены для β�клеток поджелудочной железы, гепатоцитов и других типов тка�
ней. Тем не менее эффекты ГПП�1 и его аналогов при локальном действии в жировой ткани в настоящий мо�
мент остаются неясными. В нашей работе мы провели оценку локального действия синтетического аналога
ГПП�1, лираглутида, на адипогенную дифференцировку и инсулиновую чувствительность адипоцитов 3T3�
L1. В ходе выполнения работы проводили белую и бежевую адипогенные дифференцировки преадипоцитов
3T3�L1 в течение 10 дней в присутствии/отсутствии 100 нМ лираглутида. Результат оценивали, определяя сред�
нее число адипоцитов в поле зрения и поглощение экстракта красителя OilRedO. Затем в зрелых адипоцитах
методом иммуноблоттинга оценивали зависимость активации и экспрессии киназ Erk и JNK от времени ин�
кубации в присутствии лираглутида. Для уточнения механизма действия лираглутида зрелые адипоциты обра�
батывали ингибитором аденилатциклазы SQ22536. В дальнейшем проводили оценку инсулиновой чувстви�
тельности клеток методами иммуноблоттинга и оценки инсулин�зависимого захвата глюкозы. В работе выяв�
лено отсутствие значимого влияния лираглутида на бежевую адипогенную дифференцировку преадипоцитов
3T3�L1, при этом в составе белых адипоцитов лираглутид достоверно повышал экспрессию UCP�1. Исследо�
вание процессов активации промитогенной киназы Erk и провоспалительной киназы JNK при действии ли�
раглутида продемонстрировало стимуляцию экспрессии киназы Erk и отсутствие эффектов на экспрессию ки�
назы JNK. Добавление к клеткам одновременно с лираглутидом ингибитора аденилатциклазы SQ22536 вызы�
вало подавление экспрессии Erk и активацию экспрессии JNK, что свидетельствует об участии аденилатцик�
лазы в промитогенном и противовоспалительном эффектах лираглутида. Лираглутид стимулировал экспрес�
сию субстрата инсулинового рецептора IRS�1 и киназы Akt, а также усиливал захват глюкозы клетками и
экспрессию инсулин�зависимого глюкозного транспортера GLUT4; все эти эффекты нивелировались в при�
сутствии SQ22536. В данной работе продемонстрировано усиление инсулиновой чувствительности зрелых ади�
поцитов синтетическим аналогом ГПП�1 лираглутидом, опосредуемое аденилатциклазой. Лираглутид не ока�
зывал значимого воздействия на процесс бежевого адипогенеза, однако в составе белых адипоцитов усиливал
экспрессию UCP�1. Полученные результаты свидетельствуют о позитивном инсулин�сенситизирующем пря�
мом эффекте лираглутида на зрелые адипоциты, не связанном с формированием новых адипоцитов.
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ВВЕДЕНИЕ

Ожирение является одним из наиболее рас�
пространённых заболеваний в мире, а также фак�
тором риска развития инсулиновой резистент�
ности (ИР) и сахарного диабета 2�го типа
(СД2Т) [1–2] и связано, прежде всего, с увели�
чением объема жировой ткани. Ожирение и
СД2Т увеличивают риск развития и тяжесть те�
чения онкологических [3], сердечно�сосудистых
[4] и многих других заболеваний. Изучение ме�
ханизмов регуляции физиологии жировой тка�
ни является важной научно�медицинской зада�
чей. 

Одной из наиболее новых и перспективных
групп препаратов для коррекции СД2Т являет�
ся группа глюкагон�подобного пептида 1�го ти�
па (ГПП�1) и его аналогов. Физиологически,
ГПП�1 представляет собой пептид, относящий�
ся к семейству инкретиновых гормонов. Он об�
разуется в результате ограниченного протеолиза
проглюкагона в L�клетках тонкого кишечника
[5]. Свободный ГПП�1 быстро деградирует в
кровотоке под действием дипептидилпептида�
зы�4, время его полужизни составляет 1–2 ми�
нуты [6], поэтому в терапии СД2Т используют
его синтетические аналоги. Лираглутид являет�
ся синтетическим аналогом ГПП�1 и содержит
несколько модификаций, которые не снижают
его специфичность к рецептору глюкагон�по�
добного пептида 1�го типа. Увеличенное время
полужизни лираглутида в крови составляет 13
часов [7]. 

ГПП�1 и препараты на основе других инкре�
тиновых гормонов являются группой препара�
тов, для которых показано сочетание метаболи�
ческого и кардиопротективного действия в тера�
пии СД2Т. Существует мнение о том, что препа�
раты на основе инкретиновых гормонов, в том
числе аналоги ГПП�1, являются не столько ан�
тидиабетическими, сколько кардиопротектив�
ными препаратами с антидиабетическим эф�
фектом [8–9]. ГПП�1 и его аналоги проявляют
способность к снижению частоты развития сер�
дечно�сосудистых и цереброваскулярных забо�
леваний, таких как ишемический инсульт, ин�
фаркт миокарда и острый коронарный синдром
[10]. Недавно также было показано, что ГПП�1
способствуют увеличению эндогенной антиок�
сидантной защиты, ингибированию апоптоза
кардиомиоцитов, ослаблению эндотелиального
воспаления и дисфункций [11]. 

Наиболее изученным механизмом действия
ГПП�1 является влияние на β�клетки поджелу�
дочной железы, проявляющееся в виде ГТФ�
связывающего белок�зависимого экзоцитоза ве�
зикул инсулина, который происходит за счёт ак�

тивации аденилатциклазы и продукции цикли�
ческого аденозинмонофосфата (цАМФ), акти�
вирующих кальциевую сигнализацию [12]. Не�
смотря на наличие существенных данных о сис�
темных эффектах ГПП�1 на поджелудочную же�
лезу, центральную нервную и сердечно�сосудис�
тую системы [13–14], данных о механизмах
действия ГПП�1 и его аналогов на жировую
ткань существует немного. Также особый инте�
рес вызывает то, что терапия с помощью лираг�
лутида и аналогов ГПП�1 зачастую проводится
путем введения препарата в подкожную жиро�
вую клетчатку, что вызывает интерес к локаль�
ному действию вводимого препарата как на про�
цессы обновления, так и на процессы диффе�
ренцировки клеток�предшественников адипо�
цитов. Известно, что ГПП�1 воздействует на
жировую ткань, способствуя захвату и запаса�
нию глюкозы [15]. На данный момент существу�
ет два потенциальных механизма действия ли�
раглутида на жировую ткань, которые достаточ�
но сильно различаются. С одной стороны, ГПП�
1 способствует активации как белой, так и беже�
вой адипогенных дифференцировок [16–17].
Другие данные демонстрируют способность
ГПП�1 стимулировать активность аденилатцик�
лазы и продукции цАМФ с дальнейшей актива�
цией зависимого от протеинкиназы А (PKA) ли�
полиза [18]. 

В нашей работе мы изучили действие синте�
тического аналога ГПП�1, лираглутида, на про�
цессы формирования новых адипоцитов (оцен�
ка активности бежевой и белой адипогенных
дифференцировок преадипоцитов 3T3�L1), на
воспалительный статус зрелых адипоцитов (ак�
тивность N�концевой киназы фактора c�Jun
(JNK)), а также на инсулиновую чувствитель�
ность зрелых адипоцитов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Общий дизайн исследования. Работу прово�
дили на модели культивируемых преадипоцитов
3T3�L1. Для изучения процессов белой и беже�
вой адипогенной дифференцировки преадипо�
циты подвергали обработке соответствующими
индукционными смесями в присутствии/отсут�
ствии лираглутида. Для оценки эффективности
дифференцировки вычисляли среднее число
зрелых адипоцитов на единицу площади, прово�
дили экстракцию сорбировавшегося красителя
OilRedO, измеряли уровень экспрессии бе�
лых/бежевых адипогенных маркеров с по�
мощью иммуноблоттинга. 

В дальнейшем проводили оценку кинетики
фосфорилирования провоспалительной JNK и
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промитогенной Erk (киназа, регулируемая вне�
клеточными стимулами) киназ при обработке
зрелых адипоцитов лираглутидом в концентра�
ции 100 нМ в течение 30 мин, 1, 6, 18 и 24 ч, а
также в сочетании с ингибитором аденилатцик�
лазы (SQ22536) в концентрации 500 мкМ с по�
следующей оценкой инсулиновой чувствитель�
ности адипоцитов. 

Для оценки инсулиновой чувствительности
проводили обработку зрелых адипоцитов 3T3�
L1 лираглутидом в течение 24 ч, после чего про�
водили оценку фосфорилирования и экспрес�
сии основных участников инсулиновой сигна�
лизации (субстрата инсулинового рецептора ти�
па 1 (IRS�1) и киназы Akt) методом иммуно�
блоттинга, а также инсулин�стимулируемого
захвата [3Н]�2�дезоксиглюкозы. 

Материалы. Для культивирования мыши�
ных преадипоцитов 3Т3�L1 («ATCC», США) ис�
пользовали культуральную среду DMEM�F12
(концентрация глюкозы 4,5 г/литр) («Gibco»,
США), содержавшую 10% эмбриональной бычь�
ей сыворотки («HyClone», США) и 60 ед./мл
смеси пенициллин/стрептомицин («Gibco»,
США). Преадипоциты 3Т3�L1 дифференциро�
вали с использованием инсулина, изобутилме�
тилксантина, дексаметазона, розиглитазона,
трийодтиронина и изопротеренола («Sigma
Aldrich», США). Адипоциты инкубировали с син�
тетическим аналогом ГПП�1, лираглутидом
(«Selleckchem», Германия) и ингибитором аде�
нилатциклазы, SQ22536 («Fluka», Germany). Для
иммуноблоттинга использовали первичные ан�
титела к pJNK1/2�T183/Y185 («R&D», США),
tJNK1/2 («R&D», США), pErk1/2�T202/Y204
(«Cell Signaling», США), tErk1/2 («Cell
Signaling», США), UCP�1 («Thermo Scientific»,
США), PPARgamma («Cell Signaling», США),
pIRS�Y612 («Thermo Scientific», США), tIRS
(«Cell Signaling», США), pAkt�S473 («Cell
Signaling», США), tAkt («Abcam», США),
GLUT4 («Abcam», США), beta�actin («Abcam»,
США) и вторичные антитела к IgG кролика/мы�
ши, конъюгированные с пероксидазой хрена
(«Abcam», США). Для оценки инсулин�индуци�
руемого захвата [3Н]�2�дезоксиглюкозы исполь�
зовали растворы 2�дезоксиглюкозы («Sigma�
Aldrich», США) и [3H]�2�дезоксиглюкозы
(«Perkin Elmer», США). Клеточный лизат образ�
ца растворяли в сцинтилляционной жидкости
UltimaGold («Perkin Elmer», США), и измеряли
количества распадов в образце на счётчике LKB
RackBeta («LKB», Швеция). Для измерения
концентрации белка использовали набор реак�
тивов с использованием бицинхониновой кис�
лоты «Pierce BCA Protein Assay Kit» («Thermo
Scientific», США). 

Культивирование и дифференцировка преади�
поцитов 3T3�L1. Преадипоциты клеточной ли�
нии 3T3�L1 культивировали в среде DMEM�F12
(4,5 г/литр глюкозы), содержавшей 10% эмбрио�
нальной бычьей сыворотки (FBS) и 60 ед./литр
смеси пенициллин/стрептомицин. 

Белую адипогенную дифференцировку про�
водили по протоколу Zebisch et al. [19] с измене�
ниями. Клетки культивировали до конфлюэнта
~100%, держали в плотном конфлюэнте в тече�
ние 2 дней, после чего следующие 4 дня среду
заменяли на среду DMEM, содержавшую 10%
FBS, 0,5 мM дексаметазона, 0,25 мкM изобутил�
метилксантина, 2 мкM розиглитазона, 100 нM
инсулина. Затем среду заменяли на стандартную
среду культивирования на 2–4 дня и использо�
вали культуру адипоцитов для экспериментов.
Для оценки уровня накопления липидов ис�
пользовали окраску липофильным красителем
OilRedO («Merck Millipore», Германия). Резуль�
тат окрашивания снимали в 4�х случайных по�
лях зрения на микроскопе AxioVertA1 («Zeiss»,
Германия) в режиме фазово�контрастной мик�
роскопии с последующим вычислением числа
зрелых адипоцитов на единицу площади.
Экстракцию красителя OilRedO из окрашенных
адипоцитов проводили с использованием 100%
изопропанола, поглощение экстракта оценива�
ли на планшетном спектрофотометре Multiscan
Microplate Reader («Labsystems», США). 

Бежевую адипогенную дифференцировку
проводили по протоколу Miller et al. [20] с изме�
нениями. Клетки культивировали до конфлю�
энта ~100%, держали в плотном конфлюэнте в
течение 2 дней, после чего следующие 4 дня сре�
ду заменяли на среду DMEM, содержавшую 10%
FBS, 0,5 мM дексаметазона, 0,25 мкM изобутил�
метилксантина, 2 мкM розиглитазона, 100 нM
инсулина, 1 нМ трийодтиронина и 100 мкМ
изопротеренола. Затем среду заменяли на стан�
дартную среду культивирования на 2–4 дня и
использовали культуру адипоцитов для экспе�
риментов. 

Оценка уровня фосфорилирования основных
участников инсулиновой сигнализации зрелых
адипоцитов 3T3�L1. Для оценки уровня фосфо�
рилирования основных участников инсулино�
вой сигнализации проводили депривацию зре�
лых адипоцитов в течение 4 ч в бессывороточ�
ной среде DMEM�F12. Затем обрабатывали
клетки 100 нМ инсулина в течение 20 мин, пос�
ле чего лизировали клетки в осаждающем буфе�
ре для радиоиммунного анализа (RIPA) (150 мМ
NaCl, 1% (w/v) Triton�X100, 0,5% дезоксихолата
натрия, 0,1% додецилсульфата натрия, 50 мМ
Tris�HCl при рН 8,0) с ингибиторами протеаз и
фосфатаз («Roche», Швеция). Клеточные лиза�
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ты гомогенизировали инсулиновым шприцем с
диаметром иглы 29G. 

Инсулин�индуцируемый захват [3Н]�2�дезок�
сиглюкозы. Для оценки инсулин�индуцируемого
захвата глюкозы зрелые адипоциты 3T3�L1 сти�
мулировали инсулином в концентрации 100 нМ
в течение 20 минут, после чего в среду добавля�
ли раствор, содержащий 100 мкМ 2�дезокси�
глюкозы и 0,5 мкКи [3H]�2�дезоксиглюкозы, на
5 мин. Клетки трижды отмывали холодным фос�
фатно�солевым буфером и лизировали их с по�
мощью буфера RIPA. Клеточный лизат раство�
ряли в сцинтилляционной жидкости и измеряли
количество распадов в образце на счетчике β�
излучения. 

Изучение действия лираглутида на активность
промитогенных и провоспалительных киназ Erk и
JNK. В дальнейшей работе проводили измере�
ние зависимости уровней фосфорилирования и
экспрессии промитогенной киназы Erk и про�
воспалительной киназы JNK от времени инку�
бации в присутствии 100 нМ лираглутида. Зре�
лые адипоциты 3T3�L1 депривировали в бессы�
вороточной среде DMEM�F12 в течение 4 ч,
после чего стимулировали лираглутидом в тече�
ние 30 мин, 1, 6, 18 и 24 ч. После стимуляции
проводили лизис клеток в буфере RIPA с после�
дующим анализом методом иммуноблоттинга.
Для изучения механизма экспрессионных эф�
фектов лираглутида на зрелые адипоциты 3T3�
L1 проводили инкубацию в присутствии инги�
битора аденилатциклазы SQ22536. Перед экспе�
риментом также проводили депривацию клеток,
как описано выше, с последующим добавлени�
ем вместе с лираглутидом ингибитора аденилат�
циклазы SQ22536 до концентрации 500 мкМ. 

Иммуноблоттинг. Клеточные лизаты разде�
ляли с помощью электрофореза в денатурирую�
щих условиях по методу Лэммли в 10%�ном по�
лиакриламидном геле [21]. Электроперенос бел�
ков проводили на поливинилиденфторидные
мембраны («Amersham», США) методом мокро�
го переноса согласно инструкции производите�
ля. Мембраны блокировали в течение 6 ч в
50 мМ Tris�HCl при рН 8,0, содержащем 5%
обезжиренного молока («Applichem», Германия)
с добавлением 0,1% (v/v) Tween 20, после чего
инкубировали с первичными антителами соглас�
но инструкции производителя. В дальнейшем
мембраны обрабатывали вторичными антитела�
ми согласно инструкции производителя. Визуа�
лизацию хемилюминесценции осуществляли с
использованием набора реактивов Clarity ECL
(«Bio�Rad», США) и регистрировали сигнал с
помощью гель�документирующей системы
FusionX («Vilber�Lourmat», Франция). Получен�
ные изображения обрабатывали с помощью

программ ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) и
GelAnalyzer (http://www.gelanalyzer.com/). В
дальнейшем вычисляли значение отношения
фосфорилированной формы белка к общему ко�
личеству этого белка либо нормировали общее
количество белка на белок эндогенного контро�
ля β�актин. 

Статистический анализ. Данные представле�
ны как среднее ± стандартное отклонение. Для
каждой экспериментальной точки выполняли
три независимых клеточных повтора, каждый из
которых анализировали в трех репликатах. Для
расчёта достоверности различий использовали
t�критерий Стьюдента, принимая достоверны�
ми различия с вероятностью р < 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лираглутид не оказывает значимого влияния
на бежевую дифференцировку, однако способ�
ствует росту экспрессии UCP�1 при белой диффе�
ренцировке преадипоцитов 3T3�L1. На первом
этапе работы мы оценили воздействие синтети�
ческого аналога ГПП�1 лираглутида на процес�
сы белой и бежевой адипогенных дифференци�
ровок. Постановка данной задачи связана с
подкожным введением лираглутида в клини�
ческой практике и возможным локальным
действием лираглутида на адипогенез в составе
жировой ткани. Эксперименты проводили в
присутствии лираглутида в концентрации
100 нМ в индукционных смесях и средах куль�
тивирования после индукции (см. раздел «Ма�
териалы и Методы»). 

Для оценки уровня дифференцировки пре�
адипоцитов 3T3�L1 проводили окрашивание
клеток после дифференцировки в присут�
ствии/отсутствии лираглутида липофильным
красителем OilRedO (рис. 1, а). Подсчет числа
зрелых адипоцитов на единицу площади не
продемонстрировал статистически значимых
отличий между группами, однако при обработ�
ке белых и бежевых адипоцитов лираглутидом
наблюдали статистически недостоверную тен�
денцию к увеличению числа адипоцитов в груп�
пах, подвергнутых обработке лираглутидом
(рис. 1, б). Аналогичную ситуацию наблюдали и
при оценке поглощения экстрактов красителя
OilRedO – при обработке адипоцитов лираглу�
тидом наблюдали небольшую тенденцию к рос�
ту поглощения экстрактов, в случае белой ади�
погенной дифференцировки эта разница была
достоверна (p = 0,004), однако прирост погло�
щения после обработки лираглутидом составил
менее 10% от общего значения (рис. 1, в). Полу�
ченные результаты ставят под сомнение нали�
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чие у лираглутида способности к регуляции бе�
лой адипогенной дифференцировки и накопле�
нию липидов. Тем не менее мы провели анализ
экспрессии основных факторов белой (рецеп�
торов, активируемых пероксисомными проли�
фераторами (PPARgamma)) и бежевой (разоб�
щающего белка 1�го типа (UCP�1)) адипоген�
ных дифференцировок методом иммуноблот�
тинга. В случае белой адипогенной дифферен�
цировки добавление лираглутида статистически
достоверно усиливает экспрессию UCP�1 (p =
= 0,032) (рис. 1, г и д). В случае бежевой адипоген�
ной дифференцировки добавление лираглутида
не оказывает статистически значимого действия
на экспрессию как UCP�1, так и PPARgamma

(рис. 1, г и е). Таким образом, можно заключить,
что лираглутид обладает потенциалом к усиле�
нию экспрессии маркеров бежевой адипоген�
ной дифференцировки в составе белых адипо�
цитов, но существенно не влияет на экспрессию
факторов белой адипогенной дифференциров�
ки. В совокупности полученные данные свиде�
тельствуют об отсутствии влияния лираглутида
на процесс белой адипогенной дифференциров�
ки, однако стоит отметить достоверное нараста�
ние экспрессии UCP�1 в белых адипоцитах при
прямом действии лираглутида, что может ука�
зывать на его потенциал к модуляции фенотипа
адипоцита в термогенном направлении. Даль�
нейшую работу выполняли на зрелых адипоци�
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Рис. 1. Обработка лираглутидом не оказывает значимого влияния на бежевую адипогенную дифференцировку, однако
способствует росту экспрессии UCP�1 при белой адипогенной дифференцировке преадипоцитов 3T3�L1. а – Панель
микрофотографий (фазовый контраст) адипоцитов 3T3�L1 после белой/бежевой (БЕЛ/БЕЖ) адипогенных дифференци�
ровок в присутствии/отсутствие лираглутида (ЛИРА), окраска липофильным красителем OilRedO; б – число адипоцитов
на единицу площади микрофотографии в панели (а); в – поглощение экстрактов красителя OilRedO; г – репрезентатив�
ный иммуноблоттинг; д – результаты статистического анализа уровня экcпрессии UCP�1; е – результаты статистическо�
го анализа уровня экспрессии PPARgamma. Представлены результаты трех независимых экспериментов, для расчёта дос�
товерности различий использовали t�критерий Стьюдента, результат считался статистически недостоверным при p > 0,05.
(С цветным вариантом рис. 1 и 3–5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/.) 
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тах 3T3�L1 после белой адипогенной дифферен�
цировки. 

Лираглутид усиливает экспрессию промито�
генной киназы Erk и подавляет экспрессию про�
воспалительной киназы JNK за счёт активации
аденилатциклазы. В ходе дальнейшей работы
проводили оценку действия лираглутида на ак�
тивацию и экспрессию промитогенной (Erk) и
провоспалительной (JNK) киназ в зависимости
от времени воздействия в зрелых белых адипо�
цитах 3T3�L1. 

Анализ кинетики уровня фосфорилирова�
ния киназ Erk и JNK (рис. 2, а, б и г) продемон�
стрировал сходную картину транзиторной акти�
вации (фосфорилирование Erk – р = 0,04 в ин�
тервале времени 0–0,5 ч; р = 0,117 в интервале
времени 0,5–1 ч; и р = 0,04 в интервале времени
1–6 ч; в присутствии ингибитора аденилатцикла�
зы (SQ22536) характер достоверности различий
не изменялся). Анализ кинетики экспрессии
киназы Erk продемонстрировал довольно силь�
ную активацию экспрессии в ответ на действие
лираглутида. Данный эффект наблюдался, на�
чиная с 0,5 ч инкубации в присутствии лираглу�
тида, что довольно мало для реализации
экспрессионных эффектов. Тем не менее уро�
вень экспрессии киназы Erk был статистически
достоверно повышен в течение 6 ч инкубации в
присутствии лираглутида, однако в интервале
18–24 ч уровень экспрессии киназы Erk вернул�
ся к базовому значению (рис. 2, а и в). Экспрес�

сия киназы JNK достоверно не изменялась от�
носительно контроля с течением времени в при�
сутствии лираглутида (рис. 2, а и д). Таким обра�
зом, лираглутид обладает способностью к тран�
зиторной активации киназ Erk и JNK, которая
сопровождается достаточно стабильным (до 6 ч)
ростом экспрессии киназы Erk. В связи с этим
мы предположили наличие разнонаправленных
экспрессионных эффектов лираглутида на зре�
лые адипоциты 3T3�L1. 

Основным транскрипционным фактором,
задействованным в экспрессионных эффектах
лираглутида, является фактор CREB (белок,
связывающий цАМФ�чувствительный эле�
мент), который активируется при повышении
концентрации цАМФ в клетке [22–24]. Основ�
ным ферментом, производящим цАМФ в клетке
и, кроме того, способным активировать тран�
скрипционный фактор CREB, является адени�
латциклаза. В дальнейшей работе для проверки
механизма действия лираглутида использовали
ингибитор аденилатциклазы (SQ22536) до кон�
центрации 500 мкМ [25–27]. 

Анализ кинетики уровня фосфорилирова�
ния киназ Erk и JNK под действием лираглутида
в присутствии SQ22536 продемонстрировал ана�
логичный транзиторный ответ. В случае JNK мы
наблюдаем рост активационного фосфорилиро�
вания киназы в точке 24 ч относительно того же
уровня в присутствии SQ22536 (рис. 2, а, б и г).
SQ22536 полностью подавлял активацию
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Рис. 2. Лираглутид не оказывает значимого влияния на активацию сигнализации киназ Erk и JNK, однако влияет на их
экспрессию через аденилатциклазу. а – Репрезентативные иммуноблоттинги; б – зависимость уровня фосфорилирования
киназ pErk1/2�T202/Y204 от времени действия лираглутида; в – зависимость уровня экспрессии киназ Erk1/2 от времени
действия лираглутида; г – зависимость уровня фосфорилирования киназ pJNK1/2�T183/Y185 от времени действия лираг�
лутида; д – зависимость уровня экспрессии киназ pJNK1/2 от времени действия лираглутида. Все данные получены при
использовании 100 нМ лираглутида ± 500 мкМ SQ22536. Представлены результаты трех независимых экспериментов, для
расчёта достоверности различий использовали t�критерий Стьюдента, *p < 0,05, статистическая значимость рассчитана
для каждой пары значений в одной временной точке (± 500 мкМ SQ22536) 
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экспрессии Erk лираглутидом при инкубации
0,5–6 ч. И, если лираглутид сам по себе не вли�
ял на экспрессию JNK, в присутствии SQ22536
наблюдалась статистически достоверная акти�
вация экспрессии JNK (рис. 2, а, в и д). Данный
результат указывает на разнонаправленную ре�
гуляцию экспрессии Erk и JNK, которая зависит
от цАМФ, лираглутидом. Это позволяет предпо�
лагать возможность участия лираглутида в регу�
ляции процессов пролиферации и воспаления
клеток в составе жировой ткани. 

Лираглутид усиливает фосфорилирование и
экспрессию белков IRS�1 и Akt за счёт активации
аденилатциклазы. Мы предположили, что, по�
мимо регуляции процессов пролиферации и
воспаления в жировой ткани, лираглутид может
оказывать системное сахароснижающее
действие за счёт повышения инсулиновой
чувствительности адипоцитов при подкожном
введении препарата. 

В ходе работы была показана стимуляция
как фосфорилирования, так и экспрессии кар�
касного белка IRS�1, который способствует пе�
редаче сигнала инсулина от рецептора к внут�
риклеточным киназам (рис. 3, а и б), а также ки�
назы Akt при прямом действии лираглутида на
зрелые адипоциты (рис. 3, а и в). Стоит отме�
тить, что уровень базального фосфорилирова�
ния протеинкиназы Akt при действии лираглу�
тида практически не изменяется, что в сочета�
нии с усилением экспрессии Akt при действии
лираглутида может свидетельствовать об умень�

шении степени фосфорилирования Akt при
действии лираглутида без стимуляции инсули�
ном (рис. 3, а и в). SQ22536 способствует полно�
му исчезновению эффектов лираглутида и воз�
врату значений уровня фосфорилирования и
экспрессии белков IRS�1 и Akt к базальным по�
казателям (рис. 3, а и б). Полученные результа�
ты демонстрируют стимулирующее действие ли�
раглутида на работу инсулин�зависимой сигна�
лизации, что позволяет предполагать ассоци�
ированные изменения в процессе инсулин�за�
висимого захвата глюкозы. 

Лираглутид усиливает инсулин�стимулируе�
мый захват глюкозы зрелыми адипоцитами 3T3�
L1 по аденилатциклаза�зависимому механизму.
После оценки активности инсулиновой сигна�
лизации мы перешли к изучению физиологи�
ческого ответа зрелых адипоцитов 3T3�L1 на
действие инсулина. Реальным физиологичес�
ким ответом адипоцитов на инсулин является
скорость поглощения глюкозы. 

В зрелых адипоцитах 3T3�L1 инсулин сти�
мулирует захват глюкозы адипоцитами пример�
но в 9,5 раз относительно контроля, в то время
как в присутствии лираглутида стимуляция уве�
личивается (до 11 раз). Стоит отметить, что в аб�
солютных значениях захват глюкозы при
действии инсулина в присутствии лираглутида
увеличивается на 30% относительно аналогич�
ного показателя в отсутствие лираглутида (p =
= 0,023, рис. 4, а). Добавление SQ22536 пол�
ностью снимает эффект лираглутида (p = 0,01,
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Рис. 3. Лираглутид усиливает фосфорилирование и экспрессию белков IRS�1 и Akt путём активации аденилатциклазы.
Все данные представлены в присутствии 100 нМ лираглутида ± 500 мкМ SQ22536. а – Репрезентативные иммуноблоттин�
ги, б – результаты статистического анализа активации и экспрессии IRS�1, в – результаты статистического анализа акти�
вации и экспрессии Akt. В расчётах представлены результаты трех независимых экспериментов, для расчёта достовернос�
ти различий использовали t�критерий Стьюдента, результат считался статистически недостоверным при p > 0,05
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рис. 4, а), при этом в абсолютных значениях за�
хват глюкозы при действии инсулина в контроле
и в присутствии лираглутида с SQ22536 статис�
тически не различаются (рис. 4, а). В качестве
выяснения возможных механизмов усиления
инсулиновой чувствительности адипоцитов при
действии лираглутида в ходе работы проводили
оценку экспресии инсулин�зависимого транс�
портера глюкозы 4�го типа (GLUT4). Было по�
казано существенное усиление экспрессии
GLUT4 при действии лираглутида, при этом эф�
фект лираглутида на экспрессию GLUT4 пол�
ностью нивелировался в присутствии SQ22536
(рис. 4, б). Стоит отметить, что в присутствии
лираглутида добавление к клеткам инсулина
снижает экспрессию GLUT4 относительно не
стимулированных инсулином клеток, но не от�
носительно контрольных клеток или действия
ингибитора. Данный факт может быть связан с
чрезвычайно плейотропным действием лираг�
лутида на адипоциты. Суммируя полученные
результаты, мы можем предположить, что ли�
раглутид способствует улучшению инсулиновой
чувствительности адипоцитов, причем данные

эффекты реализуются по аденилатциклаза�за�
висимому механизму. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы продемонстрировали
эффекты, связанные с прямым действием син�
тетического аналога ГПП�1 лираглутида на пре�
адипоциты и зрелые адипоциты 3T3�L1. В кон�
центрации 100 нМ лираглутид существенно не
изменял способность преадипоцитов к адипо�
генной дифференцировке, усиливая, однако,
экспрессию UCP�1 в белых адипоцитах и ком�
митируя их в направлении бежевой дифферен�
цировки. Лираглутид способен разнонаправ�
ленно регулировать экспрессию промитогенной
киназы Erk и провоспалительной киназы JNK в
зрелых адипоцитах по аденилатциклаза�зависи�
мому механизму. Также лираглутид продемон�
стрировал потенциал к усилению экспрессии
ряда участников инсулиновой сигнализации и
инсулин�зависимого транспортера глюкозы
GLUT4 по аденилатциклаза�зависимому меха�
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Рис. 4. Лираглутид усиливает инсулин�зависимый захват глюкозы путём регуляции экспрессии инсулин�зависимого
транспортера глюкозы GLUT4 при участии аденилатциклазы. Все данные представлены в присутствии 100 нМ лираглу�
тида ± 500 мкМ SQ22536. а – Гистограмма инсулин�стимулируемого захвата [3H]�2�дезоксиглюкозы, б – репрезентатив�
ный иммуноблоттинг и гистограмма денситометрии иммуноблоттинга. В расчётах представлены результаты трех незави�
симых экспериментов, для расчёта достоверности различий использовали t�критерий Стьюдента, результат считался ста�
тистически недостоверным при p > 0,05
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низму. Лираглутид стимулирует инсулин�зави�
симый захват глюкозы, причем это также проис�
ходит при участии аденилатциклазы (рис. 5).  

Основная функция ГПП�1 заключается в ре�
ализации инсулинотропного эффекта в ответ на
приём пищи – при действии ГПП�1 происходит
стимуляция секреции инсулина, а также подав�
ление секреции глюкагона через активацию спе�
цифического рецептора ГПП�1. Инсулино�
тропный эффект в сочетании с другими быстры�
ми эффектами ГПП�1 способствует снижению
уровня глюкозы крови [28–30]. Таким образом,
можно заключить, что ГПП�1 является «усили�
телем», который дополнительно стимулирует

постпрандиальную секрецию инсулина, вызы�
вая максимальную активацию захвата глюкозы
клетками. Тем не менее у пациентов с ИР и СД2Т
наблюдается снижение ГПП�1 и общее измене�
ние профиля секреции инкретиновых гормонов
[31–33]. Именно поэтому разработка терапевти�
ческого подхода к коррекции ИР и СД2Т на ос�
нове использования аналогов ГПП�1 и других
инкретиновых гормонов получила такое разви�
тие в начале XXI века [34–35]. В настоящее вре�
мя наиболее распространенными препаратами
на основе аналогов ГПП�1 являются препараты
на основе лираглутида – синтетического аналога
ГПП�1. Введение большинства препаратов на
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Рис. 5. Возможный механизм прямого действия лираглутида на зрелые адипоциты связан с регуляцией активности аде�
нилатциклазы, которая через активацию транскрипционного фактора CREB способна оказывать эффекты на экспрессию
важнейших участников процессов термогенеза (UCP�1), воспаления (JNK), пролиферации и выживаемости (Erk), а так�
же инсулиновой чувствительности (IRS�1, Akt и GLUT4). Сокращения и аббревиатуры: Akt – протеинкиназа В; cAMP –
цАМФ; CREB – белок, связывающий цАМФ�чувствительный элемент; Erk – киназа, регулируемая внеклеточными сти�
мулами; GLUT4   транспортер глюкозы 4�го типа; IRS – субстрат инсулинового рецептора; JNK – N�концевая киназа
фактора c�Jun; SQ22536 – ингибитор аденилатциклазы; UCP�1 – разобщающий белок 1�го типа



МАМОНТОВА и др.

основе аналогов ГПП�1 происходит в подкож�
ную жировую клетчатку, регуляция образования
которой является важнейшей проблемой в кон�
тексте вопросов ожирения и СД2Т. 

В настоящее время вопрос взаимодействия
ГПП�1 и жировой ткани хорошо изучен с точки
зрения центральных механизмов регуляции.
ГПП�1 способен модулировать активность ги�
поталамо�гипофизарной системы и влиять на
метаболизм жировой ткани, стимулируя биоге�
нез бежевого жира [36–38]. Тем не менее в од�
ном из последних исследований механизмов
эффективности бариатрической хирургии была
показана роль именно локальной экспрессии
рецептора ГПП�1 в подкожной жировой ткани в
процессе улучшения метаболических парамет�
ров пациентов с ожирением и СД2Т после бари�
атрических хирургических вмешательств [39].
Таким образом, можно предполагать, что ло�
кальное действие ГПП�1 и его аналогов способ�
но улучшать метаболический профиль и инсу�
линовую чувствительность. В нашей работе мы
попытались прояснить механизмы локального
действия ГПП�1 (в лице его синтетического
аналога лираглутида) на процессы белой и беже�
вой адипогенной дифференцировки. 

Первой нашей находкой было отсутствие
очевидного эффекта лираглутида на процессы
белой адипогенной дифференцировки, что со�
четалось с усилением экспрессии UCP�1 в со�
ставе белых адипоцитов под действием лираглу�
тида. Ранее не было продемонстрировано убе�
дительного локального эффекта ГПП�1 на акти�
вацию бежевой адипогенной дифференциров�
ки, поэтому наши результаты в этой области яв�
ляются новыми. Известно, что ключевым фак�
тором в регуляции биогенеза бежевой жировой
ткани при системном действии лираглутида яв�
ляется ответ гипоталамо�гипофизарной систе�
мы, который способен регулировать термогенез
[36–38]. Тем не менее некоторые работы пока�
зывают активацию белой адипогенной диффе�
ренцировки преадипоцитов 3T3�L1 в ответ на
действие лираглутида и ГПП�1 [16–17]. Стоит
отметить тот факт, что данные работы выполне�
ны в несколько иной модели адипогенной диф�
ференцировки, которая не включает в себя ис�
пользование розиглитазона. Использование ро�
зиглитазона способствует сильной индукции
адипогенной дифференцировки и может ниве�
лировать возможный эффект лираглутида на бе�
лый адипогенез. В рамках обсуждения отсут�
ствия эффекта лираглутида на экспрессию
UCP�1 в условиях бежевой адипогенной диффе�
ренцировки можно предположить максималь�
ный эффект индукционной среды для бежевых
адипоцитов в повышении экспрессии UCP�1, и

наблюдаемый уровень экспрессии является
максимальным для данных условий. 

Переходя к обсуждению экспрессионных
эффектов локального действия лираглутида на
киназы Erk и JNK (рис. 5), стоит отметить воз�
можное локальное промитогенное и защитное
(pro�survival) действие (Erk) и противовоспали�
тельное действие (JNK) лираглутида. Действи�
тельно, в некоторых работах отмечается проми�
тогенное действие лираглутида и ГПП�1 через
активацию киназы Erk, данный эффект просле�
жен на различных типах клеток [40–41]. Сущест�
вуют данные и о противовоспалительном
действии лираглутида и ГПП�1, однако эти дан�
ные получены на животных моделях. Было про�
демонстрировано, что нативный ГПП�1 при ги�
перэкспрессии в жировой ткани снижает сте�
пень ожирения и инфильтрации жировой ткани
макрофагами, а также способствует противовос�
палительной поляризации макрофагов [42–43].
Однако стоит понимать, что в данных работах
речь идет скорее о системном действии лираглу�
тида, первые данные о локальном противовоспа�
лительном действии получены в нашей работе. 

Несмотря на многие факты, указывающие
на центральное действие ГПП�1 и его аналогов
как на основной механизм регуляции гомеоста�
за жировой ткани, в нашей работе был отмечен
очень существенный момент относительно пря�
мого действия ГПП�1 на адипоциты. Лираглу�
тид способен существенно активировать экс�
прессию участников инсулинового каскада и
способствовать поглощению глюкозы подкож�
ной жировой тканью. Данные результаты согла�
суются с работой Gao et al. [44], где была проде�
монстрирована регуляция инсулиновой сигна�
лизации адипоцитов с помощью ГПП�1 через
экспрессионные эффекты на инсулиновый ре�
цептор, IRS�1 и инсулин�зависимый глюкоз�
ный транспортер GLUT4, однако находки, свя�
занные с изменением инсулин�стимулирован�
ного захвата глюкозы, экспрессии GLUT4 и
аденилатциклаза�зависимым характером дан�
ных изменений являются новыми. 

В работе убедительно показан рост инсу�
лин�зависимого поглощения глюкозы при пря�
мом действии лираглутида на зрелые адипоциты
3T3�L1. Интересен вопрос о дальнейшей судьбе
данной глюкозы. Согласно нашим результатам,
глюкоза не трансформировалась напрямую в за�
пасную форму энергии (в липиды), так как ни
количество адипоцитов, ни суммарное содержа�
ние в них липидов не изменились (рис. 1, а–в).
Возможным ответом может являться обнару�
женный рост экспрессии UCP�1 – разобщаю�
щего белка митохондрий и основного участника
процесса термогенеза, который способен сжи�
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гать энергетические запасы клетки. Можно
предположить, что повышение инсулин�зави�
симого поглощения глюкозы зрелыми адипоци�
тами 3T3�L1 в присутствии лираглутида связано
с активацией процессов термогенеза и сжигания
нутриентов под действием лираглутида. 

Механизмы экспрессионных эффектов ли�
раглутида на жировую ткань были исследованы в
предыдущих работах, однако консенсусного
мнения по данному вопросу в настоящее время
не существует. Безусловно, центральным эффек�
тором регуляции экспрессии в поджелудочной
железе является транскрипционный фактор
CREB [22–24]. В предыдущих работах был про�
демонстрирован трехкратный рост концентра�
ции цАМФ в адипоцитах под влиянием ГПП�1,
что косвенно подтверждает цАМФ�зависимый
механизм действия ГПП�1 на адипоциты [18].
Также было продемонстрировано, что добавле�
ние ингибитора цАМФ�зависимой протеинки�
назы (PKA) блокирует ГПП�1�стимулируемые
изменения экспрессии синтазы жирных кислот и
активацию транскрипционного фактора CREB в
составе зрелых адипоцитов 3T3�L1 [17]. Однако
стоит отметить, что транскрипционный фактор
CREB может работать не только как гомодимер,
но и образуя активный гомодимер с транскрип�
ционными факторами ATF, поэтому стоит пони�
мать возможную вовлеченность других тран�
скрипционных факторов семейства CREB/ATF в
реализацию физиологических эффектов лираг�
лутида [45]. Полученные нами данные о адени�
латциклаза�зависимых экспрессионных эффек�
тах лираглутида подтверждают участие аденилат�
циклаза�зависимого PKA�CREB сигнального
каскада в реализации экспрессионных эффектов
лираглутида при локальном действии на подкож�
ную жировую ткань.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Суммируя результаты проделанной работы,
следует отметить, что синтетический аналог
ГПП�1 лираглутид оказывает позитивное пря�
мое действие на зрелые адипоциты, стимулируя
их инсулиновую чувствительность, а также об�
ладая промитогенным и антивоспалительным
действиями. Данные эффекты реализуются че�
рез аденилатциклазу и, по�видимому, через
РКА–CREB сигнальный каскад. Синтетичес�
кий аналог ГПП�1, лираглутид, не демонстри�
рует существенного прямого действия как на
биогенез термогенных адипоцитов, так и на
процесс биогенеза белых адипоцитов. Получен�
ные результаты свидетельствуют о позитивном
антидиабетическом локальном эффекте лираг�
лутида, однако механизмы регуляции термоге�
неза и запасания липидов, по�видимому, реали�
зуются в большей степени через системное
действие лираглутида. 
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DIRECT ACTION OF GLUCAGON�LIKE PEPTIDE TYPE 1
SYNTHETIC ANALOGUE LIRAGLUTIDE REALIZES

THROUGH ADENYLATE�CYCLASE�DEPENDENT
ENHANCING OF INSULIN SENSITIVITY*

E. D. Mamontova1,2,3, S. S. Michurina1,2, I. S. Stafeev2**, E. L. Sorkina3, I. A. Sklyanik3,
E. O. Koksharova3, M. Y. Menshikov2, M. V. Shestakova3, and Ye. V. Parfyonova2,4

1 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia
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121552 Moscow, Russia; E<mail: yuristafeev@gmail.com
3 Diabetes Institute, Endocrinology Research Centre, 117036 Moscow, Russia
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Incretin hormones analogues, including glucagon�like peptide type 1 (GLP�1), have complex glucose�lowering,
anorexigenic and cardioprotective action. Mechanisms of GLP�1 and its analogues action are well known for pan�
creatic β�cells, hepatocytes and other tissues. Nevertheless, effects of GLP�1 and its analogues during local action in
adipose tissue remain unclear. In the present work we have performed the evaluation of GLP�1 synthetic analogue
liraglutide on adipogenesis and insulin sensitivity of 3T3�L1 adipocytes. Methods: In our work we have performed
white and beige adipogenic differentiations during 10 days with or without 100 nM of liraglutide. Differentiation
results were estimated by phase contrast microscopy and optical density of OilRedO extract. Then activation and
expression of kinases Erk and JNK were evaluated in dependent of incubation time with liraglutide by Western blot�
ting. For further understanding of liraglutide action mature adipocytes treated by adenylate cyclase inhibitor
SQ22536. Hereinafter we have estimated insulin sensitivity of mature adipocytes by Western blotting and insulin�
dependent glucose uptake. Results: During our work we have shown the absence of any significant influences of
liraglutide on beige adipogenic differentiation of 3T3�L1 preadipocytes. It’s worth noting that in white adipocytes
liraglutide statistically significant increases UCP�1 expression. The investigation of pro�mitogenic kinase Erk and
pro�inflammatory kinase JNK activities during liraglutide action has shown stimulation of Erk activation with
absence of any effects on JNK activation. Simultaneous treatment of cells by liraglutide and adenylate cyclase
inhibitor SQ22536 has caused suppression of Erk expression and activation of JNK expression which testify about
adenylate cyclase participation in pro�mitogenic and anti�inflammatory liraglutide actions. Liraglutide stimulates
expression of insulin receptor substrate IRS�1 and Akt kinase and also enhances glucose uptake by adipocytes and
GLUT4 expression. All these effects were resolved under SQ22536 treatment. Conclusions: In present work it has
shown enhancing of insulin sensitivity of mature adipocytes by GLP�1 synthetic analogue liraglutide which was medi�
ated by adenylate cyclase. Liraglutide have not shown any significant action on beige adipogenesis, but have enhanced
UCP�1 expression in white adipocytes. Obtained results testify about positive insulin�sensitizing direct effect of
liraglutide on mature adipocytes.

Keywords: insulin resistance, adipocyte, GLP�1, incretins
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Флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа (FCC) считается одним из основных ферментов дыхательного цик�
ла сероокисляющих бактерий. FCC катализирует окисление сульфид� и полисульфид�ионов до молекуляр�
ной серы с переносом электронов на цитохром с. Каталитически активная форма фермента представляет
собой нековалентно связанный гетеродимер, состоящий из FAD� и гем�связывающих субъединиц. В гено�
ме бактерии Thioalkalivibrio paradoxus обнаружено 5 копий генов гомологичных FCC со степенью идентич�
ности аминокислотных последовательностей 54–36%. При росте бактерии на тиоцианате или тиосульфате
как основных источниках энергии синтезируются продукты разных копий генов FCC. В настоящей работе
выделена и охарактеризована FCC, которая синтезируется при росте Tv. paradoxus на тиоцианате. Показа�
но, что FCC окисляет сульфид и не окисляет другие восстановленные соединения серы, такие как тиосуль�
фат, сульфит, тетратионат и молекулярную серу, а также не катализирует обратную реакцию восстановления
серы до сульфида. Охарактеризованы кинетические параметры реакции окисления сульфид�иона.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сероокисляющие бактерии, флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа, тиоцианатде�
гидрогеназа, ферментативная кинетика.
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ХАРАКТЕРИСТИКА КАТАЛИТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ
ФЛАВОЦИТОХРОМ с СУЛЬФИДДЕГИДРОГЕНАЗЫ ИЗ

ГАЛОАЛКАЛОФИЛЬНОЙ БАКТЕРИИ Thioalkalivibrio paradoxus*
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ВВЕДЕНИЕ

Грамотрицательные сероокисляющие γ�про�
теобактерии рода Thioalkalivibrio являются гало�
алкалофильными облигатными автотрофами,
обитающими в содовых озерах Африки, Цент�
ральной Азии и Северной Америки [1–4]. Мик�
робные сообщества этих озер приспособились к
росту в экстремальных условиях щелочных
pH (до 11) и высоких концентраций со�
ли (до 4 M Na+). Основным источником энергии
для литотрофных микробных сообществ в содо�
вых озёрах является окисление восстановлен�
ных соединений серы, таких как тиосульфат,
сульфид, полисульфид и молекулярная сера [1].

Десять из 85 штаммов Thioalkalivibrio, обитаю�
щих в содовых озерах, способны расти на тио�
цианате (SCN–) как единственном источнике
энергии [2, 5]. Наиболее исследованные из них –
Thioalkalivibrio paradoxus ARh 1, Thioalkalivibrio
nitratireducens ALEN 2 и Thioalkalivibrio thio(
cyanoxidans ARh 2T [6–11]. На рис. 1 представле�
ны основные пути метаболизма соединений се�
ры в энергетическом цикле бактерий рода
Thioalkalivibrio, основанные на анализе геномов
и транскриптомов бактерий Thioalkalivibrio [6].

Одним из центральных ферментов серного
метаболизма у сероокисляющих бактерий явля�
ется флавоцитохром с сульфиддегидрогена�
за (FCC) [12–16], которая катализирует окисле�
ние сульфид� и полисульфид�ионов до молеку�
лярной серы с переносом электронов на цито�
хром с. Каталитически активная форма FCC
представляет собой нековалентно связанный ге�
теродимер, состоящий из флавин�связывающей
субъединицы (≈45 кДа) и моно� (≈10 кДа) [13,
14] или ди� (≈25 кДа) [12, 15, 16] гем с�связыва�
ющей субъединицы. Флавин�связывающая
субъединица FCC содержит ковалентно связан�
ную посредством простой тиоэфирной связи
молекулу флавинадениндинуклеотида (FAD).

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ММ – молекулярная масса;
CytC – цитохром с из сердца лошади; FCC – флавоцито�
хром с сульфиддегидрогеназа; TcDH – тиоцианатдегидро�
геназа; TpFCC – флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа
из бактерии Thioalkalivibrio paradoxus ARh 1; SQR – суль�
фид : хиноноксидоредуктаза.

* Первоначально английский вариант рукописи опубли�
кован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.
msu.ru/biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM20�320,
08.03.2021.

** Адресат для корреспонденции.



В геноме одного из тиоцианат�окисляющих
штаммов Tv. paradoxus ARh 1 [6] содержится
5 копий генных кластеров, кодирующих белки,
гомологичные FCC. Ген одной из пяти потенци�
альных FCC (далее TpFCC) расположен в не�
посредственной близости с опероном, отвечаю�
щим за биосинтез тиоцианатдегидрогена�
зы (TcDH) – ключевого белка метаболизма тио�
цианата у бактерий рода Thioalkalivibrio [6, 7, 11].
Сравнительный анализ транскриптомов бакте�
рии Tv. thiocyanoxidans ARh 2T, выращенной с
тиосульфатом и тиоцианатом в качестве источ�
ника энергии, показал, что экспрессия ге�
на TcDH и окружающих его генов сильно воз�
растала при росте клеток на тиоцианате. Макси�
мальное повышение уровня экспрессии дости�
галось для генов TcDH (log2 отношения уровней
экспрессии гена при росте на тиоцианате и тио�
сульфате составлял 7,5) и FCC (соответствую�
щий логарифм отношения уровней экспрессии
составлял 6,94 – для флавиновой субъединицы
FCC и 5,82 – для гем�содержащей субъедини�
цы FCC). Другие гены в кластере TcDH показы�
вают изменение уровня экспрессии в диапазо�
не 3,95–6,75 [6]. Следовательно экспрессия гена
FСС у бактерии Tv. thiocyanoxidans повышается
специфически и строго ассоциирована с уров�
нем экспрессии гена TcDH. Можно предполо�
жить, что аналогичная ситуация реализуется и
для близкородственной бактерии Tv. para(
doxus ARh 1. Таким образом, TpFCC является
необходимым компонентом метаболизма тио�
цианата у бактерий Tv. paradoxus. Однако роль
TpFCC в метаболизме тиоцианата неочевидна,
поскольку разложение тиоцианата (рис. 1) не
включает образования сульфид�ионов. Было
высказано предположение, что TpFCC может

участвовать в переносе электронов, образую�
щихся при окислении тиоцианата TcDH [6].

Ранее TpFCC была выделена нами из бакте�
рии Tv. рaradoxus, выращенной на тиоцианате,
где она является одним из мажорных белков пе�
риплазматической фракции. Методом рентге�
ноструктурного анализа получена простран�
ственная структура TpFCC [17]. Сравнительный
анализ пространственной структуры TpFCC и
структур FCC из других организмов подтвердил,
что TpFCC содержит все характерные особен�
ности активных центров сульфиддегидроге�
наз (FCC и SQR), включая редокс�активные ос�
татки цистеина, вовлечённые в окисление суль�
фида с последующим переносом электронов на
FAD. Дополнительным подтверждением учас�
тия TpFCC именно в окислении сульфид�ионов
до серы является присутствие дополнительного
атома серы как продукта реакции на одном из
каталитических цистеинов [17]. Подобные
структуры с цепочками из двух или восьми ато�
мов серы в активном центре были получены ра�
нее для FCC из Thermochromatium tepidum [16] и
SQR из Aquifex aeolicus [18, 19]. Электрон�транс�
портная субъединица TpFCC содержит один до�
мен, связывающий один гем с, координирован�
ный остатками His и Met. Укладка полипептид�
ной цепи цитохромного домена аналогична ук�
ладке полипептидной цепи в N�концевом доме�
не двухдоменных цитохромных субъединиц у
других FCC. В пространственной структуре, по�
лученной в работе Osipov et al. [17], TpFCC нахо�
дится в комплексе с медь�связывающим бел�
ком CopC, для гена которого также наблюдалось
повышение уровня транскрипции при росте на
тиоцианате. Предполагается [17], что комплекс
TpFCC–CopC является частью более крупного
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Рис. 1. Схема окислительного этапа серного цикла у бактерий рода Thioalkalivibrio [6]. SQR – сульфид: хиноноксидоре�
дуктаза; FCC – флавоцитохром с сульфиддегидрогеназа; SoxYZXAB и SoxCD – компоненты сероокисляющей системы
Sox; TcDH – тиоцианатдегидрогеназа; DSR – диссимиляторная сульфитредуктаза; SDH – сульфитдегидрогеназа; APR –
аденозин�5′�фосфосульфатредуктаза; SAT – сульфатаденилилтрансфераза

КАТАЛИТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ФЛАВОЦИТОХРОМ с СУЛЬФИДДЕГИДРОГЕНАЗЫ
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периплазматического комплекса, который
включает также TcDH. Роль комплекса может
заключаться в окислении тиоцианата и утилиза�
ции образующейся серы.

Для проверки этих предположений в настоя�
щей работе проведена функциональная характе�
ристика TpFCC. Показано, что, подобно ранее
описанным FCC, фермент обладает узкой
субстратной специфичностью, катализируя
окисление только сульфид�ионов. TpFCC не ка�
тализирует окисление других анионов, содержа�
щих атом серы в восстановленном состоя�
нии (тиосульфат, тетратионат, сульфит), а также
окисление или восстановление молекулярной
серы. Для реакции окисления сульфид�иона
in vitro подобраны оптимальные условия и опре�
делены кинетические параметры реакции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и очистка TpFCC. Биомасса
Tv. paradoxus ARh 1 была выращена в колбах на
минеральной Na2CO3/NaHCO3 среде, содер�
жавшей 0,6 M общего Na+ при pH 9,75, как опи�
сано ранее [5] с тиоцианатом натрия (10 мМ) в
качестве источника энергии и азота. После пог�
лощения всего тиоцианата в ростовую среду до�
бавляли ещё одну порцию тиоцианата до кон�
центрации 10 мМ. Концентрация ионов Cu2+ (в
виде цитрата) в ростовой среде составляла
30 мкг/литр.

После полной утилизации тиоцианата клет�
ки из 10 литров культуры были осаждены цент�
рифугированием («Hitachi», Япония) и промыты
буфером, содержавшим 20 мМ MOPS, pH 7,5 и
0,6 M NaCl. TpFCC выделяли из периплазмати�
ческой фракции. Процедура выделения включа�
ла две стадии анионообменной хроматографии и
стадию гель�проникающей хроматографии
(гель�фильтрации). Для получения периплазма�
тической фракции клетки инкубировали 10 мин
в 42 мл лизирующего буфера (20 мМ MOPS,
pH 7,5; 1 мг/мл лизоцим, 500 мM сахароза) при
комнатной температуре. Затем добавляли 63 мл
воды Milli�Q и фенилметилсульфонилфто�
рид (PMSF) до концентрации 1 мМ и инкубиро�
вали 15 мин при 4 °C. Периплазматическую
фракцию отделяли от сферопластов центрифу�
гированием при 8000 об./мин, 30 мин («Allegra»,
США). Периплазматическую фракцию наноси�
ли на анионообменную колонку MonoQ 10/100
(«GE Healthcare», США), уравновешенную
25 мМ MOPS, рН 7,5. Белки элюировали линей�
ным градиентом 0–70% 1 М раствора NaCl в
25 мМ MOPS, рН 7,5. Хроматографию выполня�
ли на приборе ACTA FPLC («GE Healthcare»,

США). Фракции, обладавшие сульфиддегидро�
геназной активностью, были собраны при со�
держании 1М NaCl 30–40% и объединены. Пос�
ле диализа против 25 мМ MOPS, рН 7,5, объеди�
нённые фракции были повторно нанесены на
колонку MonoQ 10/100, уравновешенную тем же
буфером. FCC элюировали ступенчатым гради�
ентом 1 М NaCl в 25 мМ MOPS, рН 7,5. Фрак�
ции, обладавшие сульфиддегидрогеназной ак�
тивностью, элюировались при содержа�
нии NaCl – 42%. Завершающей стадией очистки
являлась гель�проникающая хроматография на
колонке Superdex 75 10/300 («GE Healthcare»,
США). Колонку уравновешивали 25 мМ MOPS,
pH 7,5, 150 мМ NaCl.

Концентрацию белка определяли методом
Бредфорда [20]. Чистоту белка анализировали
методом Ds�Na�ПААГ электрофореза [21].
Идентификацию белков проводили мето�
дом MALDI�TOF MS на масс�спектрометре
Ultraflex III MALDI�TOF/TOF («Bruker», Герма�
ния).

Определение ферментативной активности
TpFCC. Ферментативная активность TpFCC из�
мерялась спектрофотометрически при 30 °C с
использованием спектрофотометра Cary 100 Bio
(«Thermo Scientific», США). Реакционная смесь
содержала 50 мМ глицин�NaOH буфер, pH 9,5,
10 мкМ сульфид натрия и 14 нМ фермент;
20 мкМ цитохром с из сердца лоша�
ди (CytC) («Sigma», США) использовали как ак�
цептор электронов. Реакцию инициировали
сульфидом натрия. Начальные скорости фер�
ментативной реакции рассчитывали из началь�
ных участков кинетических кривых восстанов�
ления CytC, регистрируемых при 550 нм
(ε550 = 22 500 М–1⋅см–1). При расчётах вносили
поправку на скорость неферментативной реак�
ции, поэтому параллельно измеряли скорость
восстановления CytC сульфидом натрия в отсут�
ствие TpFCC. Кинетические измерения прово�
дили в трех независимых повторах. Концентра�
цию сульфида натрия в растворе определяли с
помощью реактива Эллмана (DTNB, 5,5′�ди�
тио�бис�(2�нитробензойная кислота). DTNB
взаимодействует со свободными сульфгидриль�
ными группами, образуя смешанный дисульфид
и ярко�желтую 2�нитро�5�тиобензойную кисло�
ту (ε412 = 14 150 М–1⋅см–1).

Кинетические параметры сульфиддегидро�
геназной реакции рассчитывали из зависимос�
тей начальных скоростей реакции от концент�
рации субстратов.

В аналогичных условиях проверяли актив�
ность TpFCC в реакции окисления других
субстратов, заменяя сульфид на 1 мМ тиосуль�
фат, сульфит или тетратионат, как это было опи�
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сано в работе Visser et al. [13]. Для проверки ак�
тивности TpFCC в реакции окисления элемент�
ной серы использовали серу из гранул Tv. para(
doxus, полученную при выделении TpFCC. Сус�
пензию серы получали, как это было описано в
статье Rühl et al. [22], с небольшими модифи�
кациями: 0,1 г cеры суспендировали в 5 мл
50 мМ глицин�NaOH буфера, рН 9,5. Затем
2%�ную суспензию обрабатывали ультразвуком
в течение 10 мин. Реакционную смесь, которая
содержала 0,2%�ную суспензию серы, 20 мкМ
CytC и 52 нМ TpFCC в 50 мМ глицин�NaOH бу�
фере, рН 9,5, инкубировали на термошейкере
(«Eppendorf», США) при 30 °C. Из реакционной
смеси периодически отбирали пробы, центри�
фугировали и снимали спектры для регистрации
образования восстановленной формы CytC.
Аналогичный эксперимент проводили в отсут�
ствие TpFCC.

Для проверки способности TpFCC катализи�
ровать обратную реакцию восстановления серы
до сульфид�иона 0,2%�ную суспензию серы до�
бавляли к предварительно восстановленной ди�
тионитом TpFCC и регистрировали изменение
спектров TpFCC. Окисление TpFCC в присут�
ствии серы указывало бы на наличие восстанав�
ливающей активности [23]. Эту реакцию прово�
дили в анаэробном боксе («Belle Technology»,
Великобритания) в атмосфере N2 при остаточ�
ном содержании кислорода не выше 2 ррм. Все
растворы предварительно продували аргоном
высокой чистоты и выдерживали в анаэробном
боксе в течение нескольких часов.

Определение продукта реакции. Для опреде�
ления продукта реакции окисления сульфида
ферментативную реакцию проводили до высо�
ких степеней превращения. Добавление суль�
фида прекращали после выпадения визуально
наблюдаемого осадка. Серные гранулы из бак�
терии Tv. paradoxus (стандарт) и полученный в
реакции осадок растворяли в смеси хлоро�
форм : метанол (1 : 9). Для идентификации про�
дукта реакции был использован метод обращен�

но�фазовой хроматографии на колон�
ке Nucleosil C18 («Sigma�Aldrich», США) в соот�
ветствии с предложенной ранее [24] и подробно
описанной нами процедурой [11].

Биоинформатические методы. Для анализа
использовали аминокислотную последователь�
ность FCC, полученную по результатам
MALDI TOF масс�спектрометрии (GenBank:
AHE99077.1) генома бактерии Tv. paradoxus
ARh 1. Поиск гомологов осуществлялся с ис�
пользованием программы Protein BLAST на сер�
вере NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Выравнивание аминокислотных последователь�
ностей FCC из различных организмов выполне�
но программой BLAST COBALT (http://www.
st�va.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ cobalt/re_cobalt.cgi),
полученные данные визуализировали с по�
мощью MultalignViewer (Chimera).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Гомологи FCC в геноме Tv. paradoxus. Извест�
но, что в геноме бактерии Tv. paradoxus, как и в
геноме близкородственной ей бактерии
Tv. nitratireducens, имеется 5 копий генов белков,
гомологичных FCC [6]. Идентичность амино�
кислотных последовательностей разных копий
FCC из Tv. paradoxus составляет 40–54% по фла�
виновой и 36–40% – по гем�содержащей субъе�
диницам (табл. 1).

Только один белок (FCC_5 в табл. 1) содер�
жит двухгемовую субъединицу, все остальные
являются одногемовыми (количество гемов оп�
ределялось по числу гем�связывающих мотивов
CXXCH в аминокислотной последовательнос�
ти белка).

При росте бактерии с различными донорами
электронов наблюдается экспрессия различных
генов FCC. Согласно нашим неопубликован�
ным данным, если донором электронов является
тиосульфат, то экспрессируются белки FCC_3
и FCC_5. При росте на тиоцианате в присут�
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Таблица 1. Идентичность флавиновой и гемовой субъединиц у пяти копий FCC в геноме Tv. paradoxus ARh 1

Флавиновая субъединица
FCC

FCC_1

FCC_2

FCC_3

FCC_4

FCC_5

Protein_ID

WP_006748978

WP_006746610

WP_006746125

WP_006747456

WP_006746847

Идентичность, %

100

40

54

51

49

Protein_ID

WP_006748977

WP_006746611

WP_006746124

WP_041483707

WP_006746848

Идентичность, %

100

40

36

40

38

Гемовая субъединица
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ствии ионов Cu2+ бактерия Tv. paradoxus ARh 1
активно экспрессирует белок FCC_1 (да�
лее TpFCC) (табл. 1), который, наряду с TcDH и
CopC, является мажорным белком периплазма�
тической клеточной фракции в этих услови�
ях (рис. 2, а). Полученные данные совпадают с
результатами транскриптомного анализа, приве�
денными в работе Berben et al. [7], и указывают
на потенциальное участие TpFCC в процессе
разложения тиоцианата. Для характеристики ка�
талитических свойств TpFCC был выделен из пе�
риплазматической фракции Tv. paradoxus ARh 1.

Физико?химические свойства TpFCC. В полу�
ченном нами гомогенном препарате TpFCC
имеет молекулярную массу (ММ) ~50 кДа, сог�
ласно данным гель�фильтрации на колонке
Superdex 75 10/300, и состоит из двух субъ�
единиц: FAD�связывающей с ММ ~42 кДа
(рис. 2, а) и гем с�связывающей с ММ ~8 кДа.

Были измерены спектры окисленной и вос�
становленной формы TpFCC с использованием
в качестве восстановителя дитионита натрия,
который способен полностью восстановить
FAD и гем с, и сульфида натрия, который явля�
ется основным субстратом FCC, т.е. должен в
конечном итоге передавать электроны на гем с
через FAD.

Полученные спектры очень похожи на ранее
опубликованные спектры FCC из других орга�
низмов (табл. 2). В спектре окисленной формы
TpFCC (рис. 2, б) виден характерный пик погло�
щения окисленной формы FAD при длине вол�
ны 480 нм. Другая полоса поглощения FAD при
450 нм менее выражена, как и у других FCC [13,

26], и, возможно, частично маскируется более
интенсивным пиком поглощения гемовой субъ�
единицы с максимумом при 409 нм. При восста�
новлении TpFCC сульфидом натрия (в концент�
рации 1 мМ) происходит частичное восстанов�
ление FAD и практически полное восстановле�
ние гема с. Дальнейшее добавление сульфида
натрия не приводит к дополнительному восста�
новлению TpFCC. По�видимому, в этих услови�
ях FAD, получив 2 электрона от сульфида, пере�
дает 1 электрон на гем с и остается в семихинон�
ной форме, в которой частично сохраняется пик
поглощения при 480 нм. Введение в реакцион�
ную смесь дитионита натрия с редокс�потенци�
алом –560 мВ не изменяет степень восстановле�
ния гема с, но приводит к полному восстановле�
нию FAD. Восстановленная форма TpFCC ха�
рактеризуется полосами поглощения восстанов�
ленной формы гема с при 416, 524 и 552 нм.

Характеристика каталитической активности
TpFCC. Структурные данные указывают, что
TpFCC является типичной флавоцитохром с
сульфиддегидрогеназой. Поэтому в качестве ос�
новного субстрата для характеристики TpFCC
рассматривался сульфид�ион. В качестве акцеп�
тора электронов in vitro использовался цито�
хром с из сердца лошади, CytC (как в большин�
стве публикаций, посвящённых характеристике
каталитических свойств FCC [12, 13, 25–27]).

Оптимизация условий определения активнос�
ти. TpFCC расположена в периплазме галоал�
калофильной бактерии Tv. paradoxus, имеющей
значение рН ~9,0 и содержание соли ~1 М [9].
Для оптимизации условий определения актив�
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Рис. 2. Характеристика гомогенности и спектральных свойств препарата TpFCC. а – Ds�Na�ПААГ электрофорез пери�
плазматической фракции (дорожка 2) и конечного препарата TpFCC (дорожка 3). На дорожках 2 и 3 обозначены FAD�со�
держащая субъединица TpFCC с ММ 42 кДа (II), гем�содержащая субъединица двигалась с фронтом растворителя;
TcDH (I) и медь�связывающий белок CopC (III). Дорожка 1 – маркеры ММ. б – Спектры окисленной (1) и восстановлен�
ной (2, 3) форм TpFCC. Восстановление проводили с 1 мМ Na2S (2) и 1 мМ Na2S2O4 (3). Концентрация TpFCC – 0,86 мкМ.
На спектрах обозначены основные максимумы поглощения окисленной и восстановленной форм. (С цветным вариантом
рис. 2 и 4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)



ности и сравнения их с физиологическими ус�
ловиями функционирования фермента прове�
ряли влияние рН, природы буфера и ионной
силы.

Для оценки влияния ионной силы в реак�
ционную смесь добавляли NaCl. В 0,1 М NaCl
активность фермента составляет ~50% от ис�
ходной (рис. 3, а). Можно предположить, что
увеличение ионной силы ослабляет ионные
взаимодействия сульфид�иона с белком или
затрудняет электростатическое взаимодей�
ствие CytC с цитохром с�субъединицей FCC.
Таким образом, оптимальными для кинетичес�
ких экспериментов являются условия с низкой
ионной силой.

Определение pH�оптимума проводили в диа�
пазоне pH 7–10,5 с использованием двух буфер�
ных растворов: 50 мМ Tris�HCl, pH 7,0–8,6, и
50 мМ глицин�NaOH, pH 8,6–10,5 (рис. 3, б).
Эксперимент показал, что фермент имеет мак�

симальную активность в интервале рН от 8,5
до 9,0. Эти данные согласуются с тем, что
TpFCC является периплазматическим белком
галоалкалофильной бактерии, для которой оп�
тимальным условием для роста являет�
ся pH 9–10 [9].

Наибольшую активность фермент проявлял
в глициновом буфере, поэтому для проведения
кинетических экспериментов были выбраны
следующие условия: 25 мМ глицин�NaOH,
pH 8,6.

В этих условиях была проверена активность
TpFCC с другими субстратами. TpFCC не ката�
лизирует реакции окисления тиосульфата, суль�
фита, тетратионата и элементной серы. Ранее
подобный результат был получен для FCC из
других источников [13]. Поскольку на первой
стадии дыхательного цикла у Tv. paradoxus при
росте на тиоцианате происходит окислительное
разложение тиоцианата с образованием элемент�
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Таблица 2. Спектральные и молекулярные свойства FCC из разных микроорганизмов

Thermochromatium
tepidum [26]

410

416, 523, 552

68

43

25 (2 гема)

Chromatium
vinosum [12]

450, 480

410

416, 523, 552

77

46

21 (2 гема)

Thioalkalivibrio
paradoxus ARh 1

450, 479 

409

416, 524, 552

50

42

7,3 (1 гем)

Свойства FCC

Пики поглощения FADox, нм

Пики поглощения гема сox, нм

Пики поглощения гема сred, нм

Нативный белок ММ, кДа

FAD�связывающая
субъединица, ММ, кДа

Гем�связывающая субъединица,
ММ, кДа

Thiobacillus
sp. W5 [13]

450, 480

410

416, 523, 552

51

40

11 (1 гем)

Chlorobium
thiosulfatiphilum [25]

410

417, 523, 553

58

47

11 (1 гем)

Рис. 3. Факторы, влияющие на каталитическую активность TpFCC. а – Влияние ионной силы (концентрации NaCl) на
активность TpFCC. б – pH�Зависимость активности TpFCC
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ной серы, было выдвинуто предположение, что
FCC может катализировать обратную реакцию
восстановления элементной серы до сульфида с
последующим окислением его, например, обра�
тимой диссимиляторной сульфитредуктазой
(DSR на рис. 1), катализирующей взаимопрев�
ращение сульфит�иона в сульфид (или серу) и
наоборот. Однако проведённый нами экспери�
мент показал, что элементная сера не окисляет
восстановленную форму TpFCC, т.е. TpFCC не
переносит электроны на серу. Следует отметить,
что поверхность FAD�содержащей субъедини�
цы в области входа в сайт связывания сульфид�
иона имеет положительный заряд [17], что не
способствует связыванию такого гидрофобного
незаряженного субстрата, как сера. Таким обра�
зом, TpFCC не катализирует обратную реакцию
восстановления серы до сульфида и, следова�
тельно, не может участвовать в утилизации се�
ры, образующейся при окислении тиоцианата.
Поскольку в рамках проведённого исследова�
ния обнаружен только один субстрат для
TpFCC – сульфид�ион, что совпадает с данны�
ми, полученными для других FCC [12, 13], были
охарактеризованы кинетические параметры
этой реакции.

Определение кинетических параметров. Ки�
нетика окисления сульфида натрия и восстанов�
ления CytС в отсутствие продуктов реакции опи�

сывается следующим уравнением для двухсуб�
стратной реакции с образованием тройного
комплекса [28]:

(1)

Наблюдаемые константы Михаэлиса (KM
каж)

равны 1,9 ± 0,4 мкM для сульфида и 8 ± 3 мкM –
для CytC при фиксированной концентрации
второго субстрата. Эти данные хорошо соотно�
сятся с константами Михаэлиса, измеренными
для FCC из Thiobacillus (KM для сульфида –
1,7 ± 0,4 мкM, KM для цитохрома – 3,8 ±
± 0,8 мкM) [13]. Максимальная удельная актив�
ность при данных концентрациях равня�
лась 54 ± 9 мкмоль (CytС)/мин на мг белка. Од�
нако полученные константы являются кажущи�
мися, поскольку являются функциями от кон�
центрации второго субстрата. Эксперимент по
определению истинных кинетических констант
включал в себя измерение кинетических конс�
тант по сульфид�иону (VS

каж, KМ
каж) при различ�

ных фиксированных концентрациях CytC (5, 8,
10, 20 мкМ):

(2)
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Рис. 4. Определение кинетических констант реакции окисления сульфид�ионов TpFCC. а – График зависимости началь�
ной скорости реакции от концентрации сульфида в двойных обратных координатах при различных фиксированных кон�
центрациях CytС. б – График зависимости максимальной скорости реакции от концентрации CytС в двойных обратных
координатах. в – График зависимости KM

каж/VS
каж от обратной концентрации CytC



,         (3)

где Ki, S – константа диссоциации фермент�
субстратного комплекса ES.

Результаты представлены в виде первичных
графиков в координатах Лайнуивера–Берка
(рис. 4, а). Прямые, соответствующие фиксиро�
ванным концентрациям CytC, пересекались в точ�
ке с координатами ((1 – KМ, S/Ki, S)/V; –1/Ki, S). Пе�
ресечение с осью абсцисс соответствует –1/KМ

каж,
с осью ординат – 1/Vкаж. Данный вид графика ха�
рактерен для ферментативных реакций с образо�
ванием тройного комплекса.

Из вторичного графика в координа�
тах (1/VS

каж; 1/[CytC]) определяли значение 1/V
по пересечению с осью ординат и KМ, CytC/V – по
тангенсу угла наклона (рис. 4, б):

.       (4)

Для определения истинной константы Ми�
хаэлиса по сульфиду построен график в коорди�
натах (KM

каж/VS
каж; 1/[CytC]). Точка пересечения

прямой с осью ординат дает значение KM, S/V, по
которому, зная максимальную скорость, можно
определить искомую константу (рис. 4, в).

В результате обработки данных были получены
следующие значения кинетических параметров:

V = 80 ± 40 мкмоль CytС/мин на мг белка,
kcat = 0,67 c–1;

KМ, CytС = 26 ± 1 мкМ;

KМ, S = 157 ± мкМ.

Из�за особенностей субстратов мы не могли
работать в области их насыщения, поскольку

для CytС при больших концентрациях наблюда�
ется слишком высокая оптическая плотность, а
для сульфид�иона при высоких концентрациях
становится существенным вклад нефермента�
тивного восстановления цитохрома с. В других
посвящённых FCC работах измерение кинети�
ческих параметров также проводили в ненасы�
щающих концентрациях одного из субстратов,
что не позволяет напрямую сравнивать полу�
ченные значения. По этой же причине разли�
чаются наблюдаемые и истинные значения КM

и V.
В заключение можно сказать, что TpFCC яв�

ляется типичной сульфиддегидрогеназой, ката�
лизирующей окисление сульфида с образова�
нием элементной серы и переносом электронов
на цитохром с. Роль этого фермента в метабо�
лизме тиоцианата осталась невыясненной. Од�
нако проведённые нами предварительные экс�
перименты (результаты не приведены) показа�
ли, что присутствие каталитических количеств
FCC в реакции окисления тиоцианата, катали�
зируемой TcDH, приводит к изменению формы
кинетических кривых и увеличению скорости
реакции. Механизм наблюдаемого явления по�
ка не установлен и является предметом после�
дующего исследования.
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CATALYTIC PROPERTIES OF FLAVOCYTOCHROME с
SULFIDE DEHYDROGENASE FROM HALOALKALIPHILIC

BACTERIUM Thioalkalivibrio paradoxus*

T. V. Tikhonova**, A. V. Lilina, E. M. Osipov, N. S. Shipkov,
N. I. Dergousova, O. G. Kulikova, and V. O. Popov

Research Centre of Biotechnology, Russian Academy of Sciences, 119071 Moscow, Russia; E(mail: ttikhonova@inbi.ras.ru

Flavocytochrome c sulfide dehydrogenase (FCC) is one of the central enzymes of oxidative sulfur metabolism in sul�
fur�oxidizing bacteria. FCC catalyzes oxidation of sulfide and polysulfide ions to elemental sulfur with cytochrome c
as an electron acceptor. The catalytically active form of the enzyme is a noncovalently bound heterodimer composed
of the flavin�binding and the heme�binding subunits. The Thioalkalivibrio paradoxus ARh 1 genome contains five
copies of the gene for FCC. The amino acid sequence identity between the different copies of FCC genes differs from
54 to 36%. When a bacterium grows on thiocyanate or thiosulfate as the main energy sources, the products of different
copies of the FCC genes are synthesized. In this paper, we isolated and characterized FCC, which is synthesized dur�
ing the growth of Tv. paradoxus on thiocyanate. FCC has been shown to oxidize sulfide and not to oxidize other reduced
sulfur compounds, such as thiosulfate, sulfite, tetrathionate, and molecular sulfur, and does not catalyze the reverse
reaction of sulfur reducing to sulfide. The kinetic parameters of the sulfide ion oxidation reaction are characterized.

Keywords: sulfur�oxidizing bacteria, flavocytochrome c sulfide dehydrogenase, thiocyanate dehydrogenase, enzyme kinetics
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Модификация продукции цитокинов под влиянием физических нагрузок представляет значительный инте�
рес, так как является перспективным путем коррекции процессов метаболизма как на клеточном, так и на
системном уровнях. В работе изучено содержание IL�6, IL�8 и IL�15 в плазме и одновалентных катионов в
скелетных мышцах у мышей спустя разное время после статических и динамических нагрузок с учетом
предварительной тренировки. Динамические упражнения вызывают увеличение содержания IL�6 и сниже�
ние IL�15 в плазме нетренированных мышей, не влияя на концентрацию IL�8. У тренированных мышей эф�
фекты однократной нагрузки на концентрацию IL�6 и IL�15 в плазме усиливались, также отмечалось сни�
жение концентрации IL�8. В отличие от динамических, статические нагрузки оказывают аналогичное, но
более выраженное влияние на концентрацию IL�6 и IL�15 в плазме. Однако концентрация IL�8 в ответ на
статическую нагрузку существенно увеличивалась. Предварительные тренировки усиливали описанные ре�
акции для всех изученных миокинов. Показано разнонаправленное влияние динамической нагрузки (пла�
вание) на содержания внутриклеточного натрия (повышение) и калия (снижение) в musculus soleus мыши.
Впервые обнаружено, что аналогичное явление наблюдается при статической нагрузке (вис на сетке) в mus�
culus biceps мыши и достоверно не зависит от предварительной тренировки экспериментальных животных.
Обсуждаются возможные механизмы, обеспечивающие регуляцию секреции цитокинов после физической
нагрузки, в том числе [Na+]i/[K+]i�зависимый механизм запуска транскрипции генов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: физические нагрузки, миокины, ионы, Na+/K+�ATPаза, транскрипция, трансляция.

DOI: 10.31857/S0320972521030118

ВЛИЯНИЕ ДИНАМИЧЕСКИХ И СТАТИЧЕСКИХ НАГРУЗОК
НА КОНЦЕНТРАЦИЮ МИОКИНОВ В ПЛАЗМЕ И НА СОДЕРЖАНИЕ

НАТРИЯ И КАЛИЯ В СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦАХ МЫШЕЙ
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ВВЕДЕНИЕ

Клетки скелетных мышц составляют важную
часть опорно�двигательного аппарата, обеспе�
чивая движение или сохранение позы организ�
ма. Эта их функция тесно сопряжена с процесса�
ми потребления и производства энергии [1]. Од�
нако в последнее десятилетие внимание иссле�
дователей привлекла способность скелетных
мышц продуцировать биологически активные
вещества. Выяснилось [2–5], что на фоне физи�
ческой активности происходит повышение со�
держания в плазме крови ряда цитокинов, в том
числе IL�1β, IL�6, IL�8, IL�15, фактора некроза

опухоли�α (TNF�α) и лейкемия�ингибирующе�
го фактора (LIF). К настоящему времени сфор�
мировалась концепция об эндокринной функ�
ции скелетных мышц, а за веществами, проду�
цируемыми мышечными клетками при сокра�
щении, закрепилось название «миокины». Уста�
новлено, что скелетные мышцы являются ос�
новным (хотя и не единственным) источником
продукции IL�6, с чем связано возрастание его
содержания в плазме крови после физической
нагрузки [6]. Показано увеличение транскрип�
ции матричной RNA (mRNA) IL�6 в ядрах мы�
шечных клеток, выделенных из биоптатов
мышц людей после выполнения однократного
упражнения [7]. Кроме того, для изучения про�
дукции миокинов мышечными клетками ис�
пользовали культуры миобластов мышей ли�
нии C2C12 и первичные человеческие миотубу�
лы, которые подвергали электростимуля�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : EPS – электростимуляция;
HIF – фактор, индуцируемый гипоксией; IL – интерлей�
кин; mRNA – матричная RNA.

* Адресат для корреспонденции.
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ции (EPS) [8–10]. При использовании такого
подхода было показано, что через 24 ч после EPS
в миотубулах человека происходит достоверное
изменение транскрипции 183 генов, а также уве�
личение секреции IL�6, IL�8, хемокина CXCL1 и
лейкемия�ингибирующего фактора [11]. Таким
образом, скелетные мышцы как эндокринный
орган способны продуцировать цитокины и дру�
гие пептиды [12]. По мнению многих исследова�
телей, эти соединения могут быть классифици�
рованы как миокины, которые оказывают раз�
личные физиологические эффекты на орга�
низм [13–15]. В то же время в литературе прак�
тически не описана зависимость продукции мио�
кинов от характера (статическая и динамичес�
кая) и от интенсивности физических нагрузок.

В связи с многочисленными подтверждения�
ми того факта, что именно сократительная ак�
тивность мышечных клеток является пусковым
механизмом продукции миокинов, внимание ис�
следователей привлекла проблема механохими�
ческого сопряжения, то есть механизма, опосре�
дующего образование и/или высвобождение этих
молекул при возбуждении/сокращении миоци�
тов [16–18]. Существуют различные точки зре�
ния, объясняющие возможные механизмы, одна�
ко наше внимание привлекает гипотеза, предпо�
лагающая ключевую роль изменения внутрикле�
точных концентраций одновалентных катионов
в запуске продукции миокинов [17, 18].

В многочисленных исследованиях было по�
казано, что как у человека, так и у эксперимен�
тальных животных интенсивные физические
упражнения способствуют увеличению [Na+]i

в 3–4 раза и уменьшению [K+]i до 50% в скелет�
ных мышцах за счет активации ионных каналов,
а также путем частичного ингибирования
Na+/K+�ATPазы. Было также продемонстриро�
вано, что выход K+ из мышечных клеток во вре�
мя упражнений приводит к повышению [K+] в
интерстициальной жидкости скелетных мышц
от 4–5 до 11–15 мМ. У людей интенсивные ди�
намические и статические упражнения приво�
дят к 2× повышению уровня [K+] в венозной
крови из�за его выхода из скелетных мышц, ко�
торые являются основным источником внут�
риклеточного K+ в организме [19–25].

В исследованиях Danilov et al. [26] было по�
казано, что EPS клеток скелетной мускулатуры
мышей линии C2C12, широко используемой в
качестве модели мышечных сокращений in vitro,
приводила к диссипации трансмембранного
градиента одновалентных катионов. Через 2 и
4 ч EPS внутриклеточное содержание Nai

+ увели�
чилось со 130 до 330 и 500 нмоль/мг белка, тогда
как внутриклеточное содержание Ki

+ снизилось
с 1150 до 922 и 790 нмоль/мг белка соответствен�

но. Эти результаты согласуются с уменьшени�
ем [K+]i и увеличением [Na+]i, наблюдавшимися
при тренировке скелетных мышц in vivo [27].

Увеличение внутриклеточного соотноше�
ния [Na+]i/[K+]i является достаточным условием
изменения транскрипции десятков универсаль�
ных и сотен тканеспецифических генов [28].
В ряде случаев эти изменения транскрипции не
связаны с возможным приростом [Ca2+]i. Было
показано, что в условиях гипоксии наблюдается
увеличение соотношения [Na+]i/[K+]i, что мо�
жет быть достаточным условием для изменения
транскриптома этих клеток [28]. Было обнару�
жено, что диссипация трансмембранного гради�
ента одновалентных катионов, вызванная инги�
бированием Na+/K+�ATPазы, приводит к увели�
чению транскрипции генов PTGS2 и NR4A1 с
помощью Ca2+/кальмодулин�опосредованного
фосфорилирования транскрипционного факто�
ра, способного связывать CRE�последователь�
ности ДНК (CREB), и опосредованного кальци�
нейрином дефосфорилирования ядерного фак�
тора активированных Т�клеток (NFAT) соответ�
ственно [28]. В наших предыдущих работах
[29–31] доказано влияние диссипации градиен�
тов одновалентных катионов на экспрессию ге�
нов и продукцию миокинов.

Таким образом, можно считать установлен�
ным, что сократительная активность мышечных
клеток сопровождается диссипацией градиен�
тов одновалентных катионов. В свою очередь,
изменение внутриклеточного содержания Nai

+ и
Ki

+ служит пусковым фактором изменения тран�
скрипции генов [32–35].

Однако в литературе не описаны закономер�
ности диссипации ионных градиентов в зависи�
мости от характера и интенсивности физичес�
кой нагрузки, а также от предварительной тре�
нировки. В связи с этим целью исследования
было выяснение характера влияния динамичес�
ких и статических нагрузок на концентрацию
миокинов в плазме крови и на содержание Nai

+ и
Ki

+ в скелетных мышцах мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве экспериментальных животных ис�
пользовались половозрелые (8–12 недель) мыши�
самцы линии C57Bl/6 массой 25–30 г (виварий
НИИ фармакологии и регенеративной медицины
имени Е.Д. Гольдберга СО РАН, Томск, Россия).
Для проведения исследования были сформирова�
ны группы для острого (нетренированные мыши)
и хронического (тренированные мыши) экспери�
ментов. Схема экспериментов и количество жи�
вотных в каждой группе представлены на рис. 1.
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Схема эксперимента и количество животных в
группах. В остром эксперименте мышей конт�
рольной группы (n = 5) не подвергали физичес�
кой нагрузке, мышей экспериментальной груп�
пы разделяли на две подгруппы, каждую из кото�
рых подвергали воздействию однократной физи�
ческой нагрузки одного из двух видов: динами�
ческая нагрузка в виде принудительного плава�
ния [36, 37] с отягощениями 5, 7,5 и 10% от мас�
сы тела (n = 60) и статическая нагрузка в виде ви�
са на сетке [37] с аналогичными отягощения�
ми (n = 60). Время нагрузки с 5%�ным грузом от
массы тела составляло 60 мин, с 7,5%�ным гру�
зом – 20 мин и с 10%�ным – 10 мин. В хроничес�
ком эксперименте всех мышей подвергали регу�
лярной физической нагрузке (тренировке) в ви�
де плавания [38] (n = 65) или виса на сет�
ке (n = 65) (соответственно группе) в течение
4�х недель по 1 ч в день без отягощения. После
этого мышей делили на две группы – контроль�
ную (n = 10) и экспериментальную (n = 120).
Исследование выполняли по той же схеме, что и
в первом (остром) эксперименте.

Режимы хронических нагрузок подбирались
на основании литературных данных, в частнос�
ти работы Каркищенко с соавт. [39], в которой
показано, что наиболее оптимальной модифи�
кацией теста Портсолта для оценки физической
выносливости крыс является плавание живот�
ного с грузом 10% от массы тела. Использование
груза более 15% приводит к быстрому утомле�

нию, а плавание с грузом менее 5% способству�
ет обучению животных.

Умерщвление животных (методом декапита�
ции) производили непосредственно после на�
грузки, а также через 1, 5 и 24 ч. Кровь собирали
непосредственно после декапитации в пробир�
ки с гепарином (20 ед./мл). Центрифугирование
образцов проводили в течение 11 мин при
2000 об./мин на Microfuge 16 Centrifuge
(«Beckman Coulter», Германия).

Определение концентрации белков в плазме
производили методом иммуноферментного ана�
лиза (ИФА). Были использованы наборы для
ИФА с антителами к соответствующим белкам:
IL�6 Platinum ELISA Kit, IL�8 Platinum ELISA
Kit («eBioscience», Австрия), а также RayBio®
IL�15 ELISA Kit («RayBio®», США). Выбор бел�
ков для исследования был обусловлен литера�
турными данными о продукции миокинов при
физических нагрузках [2–8, 12], при стимуля�
ции клеточной культуры миобластов [10, 11], а
также результатами наших исследований на
спортсменах [17].

Определения концентрации ионов Na+ и K+.
Материалом для определения концентрации ио�
нов служили мышцы, извлекаемые сразу же пос�
ле декапитации; в зависимости от характера на�
грузки извлекали 2 вида мышц: камбаловидную
мышцу (musculus soleus) – у мышей, подвергав�
шихся нагрузке в виде плавания, и двуглавую
мышцу (musculus biceps) – у мышей, подвергав�

Рис. 1. Схема эксперимента и количество животных в группах
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шихся нагрузке в виде виса на сетке. Образцы
мышц для определения ионов забирали только
непосредственно после нагрузки. Препарирова�
ние мышц проводили в PBS�буфере на льду, об�
разцы помещали в промывочный раствор
(100 мМ MgCl2, 10 мМ Tris�HCl, pH 7,4) на льду
и инкубировали в течение 15 мин, затем раствор
меняли на свежий; данную процедуру повторяли
4 раза. Извлеченную мышцу взвешивали и раз�
резали на мелкие части, после чего помещали в
микропробирку, содержащую 5%�ный раствор
ТХУ, для полного извлечения ионов из ткани.

Через сутки содержимое микропробирки го�
могенизировали в стеклянном гомогенизаторе
Поттера с тефлоновым пестиком, после чего до�
полнительно проводили ультразвуковую дезин�
теграцию образцов с использованием «Bradson
450 Digital Sonifier» («Marshall Scientific», США) в
течение 30 с при мощности 15% от максималь�
ной амплитуды, процедуру повторяли 3 раза до
полной гомогенности суспензии. Полученный
образец центрифугировали при 18 000 g на лабо�
раторной центрифуге «ELMI CM�50» («ELMI»,
Латвия) в течение 10 мин, супернатант перено�
сили в пробирку 1,5 мл для последующего изме�
рения концентрации ионов. К осадкам добавля�
ли лизирующий буфер, RIPA, содержащий кок�
тейль ингибиторов протеаз («Sigma�Aldrich»,
USA). При определении концентрации белка ис�
пользовали модифицированный метод Лоури.

Содержание Na+ и K+ в экстрактах ТХУ оп�
ределяли методом пламенной атомно�абсорб�
ционной спектрометрии с использованием
спектрометра «Квант�2м1» («Кортек», Россия)
со смесью пропан�воздух. Для калибровки ис�
пользовали растворы KCl (0,5–4 мг/литр K+)
и NaCl (0,05–2 мг/литр Na+), содержащие
5% ТХУ. Содержание Na+ и K+ каждой пробы
нормализовали по мокрому весу соответствую�
щей мышцы. Все растворы готовили с исполь�
зованием дважды деионизованной воды.

Статистическую обработку данных проводи�
ли с использованием пакета статистического
анализа STATISTICA 8.0. Уровень значимости
при проверке гипотезы принадлежности двух
выборок к одной генеральной совокупности
оценивали по Kruskal–Wallis ANOVA test. Дан�
ные представлены в виде среднего значе�
ния ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Динамика содержания интерлейкинов в плазме
у тренированных и нетренированных мышей. На
рис. 2 представлена динамика содержания ин�
терлейкинов в плазме у тренированных и нетре�

нированных мышей в различные сроки после
принудительного плавания. Продукция IL�6 у
нетренированных животных усиливается через
5 ч после плавания (до 207,3 ± 23,7 пг/мл по срав�
нению с 57,64 ± 9,36 пг/мл в контроле, р < 0,01) и
пропорциональна степени утяжеления. Через
24 ч после плавания концентрация IL�6 в плазме
возвращалась к исходным значениям. У трениро�
ванных животных исходный уровень данного ци�
токина в плазме ниже (33,8 ± 8,1 пг/мл против
57,6 ± 9,3 пг/мл у нетренированных), однако
прирост после плавания происходит практичес�
ки сразу и достигает 111,5 ± 7,9 пг/мл (р < 0,05),
хотя второй пик его концентрации через 5 ч пос�
ле плавания (106,3 ± 8,5 пг/мл, р < 0,05) сохраня�
ется и в этом случае. Известно, что IL�6 индуци�
рует расщепление и окисление жиров, он также
принимает участие в поддержании гомеостаза
глюкозы во время упражнений, поэтому его
можно рассматривать как фактор, усиливающий
энергообеспечение. Оказывая противовоспали�
тельный эффект, IL�6 может ингибировать инсу�
линорезистентность, индуцированную фактором
некроза опухоли�α (TNF�α) [40].

Концентрация IL�15 в плазме после принуди�
тельного плавания у нетренированных животных
изменялась не столь значительно, снижение
фиксировалось только через 24 ч (до
10,8 ± 4,0 пг/мл, р < 0,01) (рис. 2). Данное явле�
ние можно связать с эффектом компенсации, ко�
торый наиболее выражен при первой нагрузке.

В группе мышей, подвергавшихся ежеднев�
ному плаванию в течение 4�х недель, на фоне
исходно сниженной до 17,1 ± 4,6 пг/мл (р < 0,01)
концентрации IL�15 в плазме ее увеличение не�
посредственно после плавания (до 51,9 ±
± 11,7 пг/мл, р < 0,01) сменялось выраженным
падением до значений 11,9 ± 3,8 пг/мл (р < 0,01)
через 1 ч и характеризовалось длительным про�
цессом восстановления. IL�15 рассматривается
как анаболический фактор, так как способен
стимулировать рост мышц. Кроме того, IL�15
участвует в метаболизме липидов [36].

Концентрация IL�8 в плазме у нетренирован�
ных мышей не изменялась на фоне динамических
нагрузок независимо от утяжеления (рис. 2). Пос�
ле 4�х недель ежедневных плавательных нагрузок
фоновая концентрация данного интерлейкина
возрастала до 63,75 ± 7,43 пг/мл (р < 0,05). После
однократной физической нагрузки у всех трени�
рованных мышей мы наблюдали снижение
концентрации IL�8 в плазме. Непосредственно
после нагрузки это снижение было более вы�
ражено в группе с максимальным отягоще�
нием (63,75 ± 7,43 пг/мл в контроле (1),
36,42 ± 3,65 пг/мл с отягощением 5% (2),
55,30 ± 7,91 пг/мл с отягощением 7,5% (3),
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Рис. 2. Концентрация интерлейкинов в плазме крови мышей после динамической нагрузки. а, в и д – Нетренированные
животные, б, г и е – тренированные животные. Сверху указаны величины дополнительной нагрузки (утяжеления) в про�
центах от массы тела. Представлены средние значения ± SEM (пг/мл). Обозначения: * р1 < 0,05 – достоверность разли�
чий соответствующего показателя по сравнению с контролем; # р2 < 0,05 – достоверность различий между тренированны�
ми и нетренированными животными
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31,16 ± 1,93 пг/мл с отягощением 10% (4);
(1–4) – здесь и далее обозначены номера групп,
для которых ниже указан уровень значимости
p); p1�2 < 0,01; p1�3 < 0,05; p1�4 < 0,01; p2�3 < 0,01;
p2�4 < 0,05; p3�4 < 0,01).

На рис. 3 представлены данные об изменении
содержания интерлейкинов в плазме у трениро�
ванных и нетренированных мышей в различные
сроки после принудительной статической нагруз�
ки (вис на сетке). Продукция IL�6 у нетрениро�
ванных животных в этом случае достоверно уси�
ливалась сразу после нагрузки, причем увеличе�
ние было пропорционально степени утяжеления.

Максимум концентрации достигался через
1–5 ч после нагрузки, к 24 ч наблюдалось значи�
тельное снижение, однако уровень IL�6 оставал�
ся несколько выше исходных значений. У тре�
нированных животных исходный уровень дан�
ного цитокина в плазме был значительно ниже
(12,58 ± 4,33 пг/мл против 57,6 ± 9,3 пг/мл – у
нетренированных, р < 0,01). Прирост после ста�
тических нагрузок в группе тренированных жи�
вотных был выражен в меньшей степени.

Без утяжеления он регистрировался через 5 ч
после нагрузки, с утяжелением – сразу после
нагрузки. Максимум концентрации IL�6 в груп�
пе без утяжеления регистрировался через 5 ч
после нагрузки и сохранялся на этом уровне до
24 ч, в группе с утяжелением 7,5% – через 1–5 ч,
в группе с утяжелением 10% – через 5 ч. Через
24 ч после нагрузки концентрация IL�6 в плазме
снижалась, а в группе с утяжелением 10% дости�
гала фоновых значений (рис 2).

Концентрация IL�15 в плазме после стати�
ческих нагрузок у нетренированных животных
изменялась не столь значительно, сразу после
нагрузки отмечалась тенденция к снижению
концентрации данного цитокина, однако через
час в группе без утяжеления она сменялась рос�
том – максимум достигался через 5 ч, после че�
го опять регистрировалось снижение – через
24 ч концентрация во всех группах была вдвое
ниже исходного уровня (рис. 3).

В группе мышей, подвергавшихся ежеднев�
ным тренировочным статическим нагрузкам в
течение 4�х недель, на фоне исходно сниженной
до 14,27 ± 3,62 пг/мл (р < 0,05) концентрации IL�
15 в плазме отмечался ее прирост непосредствен�
но после однократной нагрузки у всех мышей, но
максимальным он был в группе без утяжеления.
Однако уже через 5 ч после нагрузки концентра�
ция IL�15 в плазме значительно снижалась, пос�
тепенно достигая фоновых значений (рис. 3).

В отличие от динамических нагрузок, кото�
рые практически не влияли на концентрацию
IL�8 в плазме у нетренированных мышей, сразу
после статических нагрузок мы наблюдали вы�

раженный прирост концентрации данного ци�
токина в плазме у всех групп мышей, однако в
группах с утяжелением он был выражен в мень�
шей степени. Максимум достигался сразу после
нагрузок, и хотя через 5 ч отмечалось снижение
концентрации, она оставалась существенно вы�
ше фоновых значений до 24 ч эксперимен�
та (рис. 2). После 4�х недель ежедневных стати�
ческих нагрузок фоновая концентрация данно�
го интерлейкина в плазме возрастала до
120,95 ± 30,62 пг/мл (р < 0,001) (рис. 3). После
однократной статической нагрузки у всех тре�
нированных мышей мы наблюдали существен�
ный прирост концентрации IL�8 в плазме сразу
после нагрузки, который не зависел от степени
утяжеления. Повышенная концентрация сохра�
нялась на прежнем уровне в течение 24 ч, в груп�
пе без утяжеления дополнительный прирост
концентрации был зарегистрирован через 5 ч, в
других группах такого не отмечалось.

Исследование действия физической нагрузки
на концентрацию одновалентных ионов в мышцах
до и после нагрузки. Проведя исследование
действия физической нагрузки на концентра�
цию одновалентных ионов в мышцах до и после
нагрузки, мы не обнаружили различий в содер�
жании внутриклеточного Na+ и К+ в m. soleus и
m. biceps животных контрольной группы. На
рис. 4, а представлены значения внутриклеточ�
ного содержания Na+ в зависимости от характе�
ра и интенсивности нагрузки у тренированных и
нетренированных мышей. Содержание внут�
риклеточного Na+ и K+ в группах нетренирован�
ных животных в состоянии покоя было ниже,
чем у тренированных мышей. Хронические на�
грузки динамического характера сопровожда�
лись возрастанием концентрации внутрикле�
точного Na+ в большей степени, чем статичес�
кие. Влияние двух типов хронических нагрузок
на концентрацию внутриклеточного К+ в клет�
ках скелетных мышц не различалось.

Концентрация внутриклеточного Na+ в
мышцах в группе тренированных животных,
подвергавшихся динамической нагрузке с ма�
лыми утяжелениями, была выше, чем у трени�
рованных животных. В то же время после на�
грузки с утяжелением в 10% содержание ионов
Na+ практически не изменялось. Сходные ре�
зультаты были получены и в группе животных,
подвергавшихся статическим нагрузкам.

Необходимо отметить, что содержание ио�
нов Na+ у тренированных мышей было выше,
чем у нетренированных. При этом содержание
ионов Na+ у группы, подвергавшейся динами�
ческой нагрузке, численно выше по всем под�
группам, чем у группы, подвергавшейся стати�
ческой нагрузке.
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Рис. 3. Концентрация интерлейкинов в плазме крови мышей после статической нагрузки. а, в и д – Нетренированные жи�
вотные, б, г и е – тренированные животные. Сверху указаны величины дополнительной нагрузки (утяжеления) в процен�
тах от массы тела. Представлены средние значения ± SEM (пг/мл). Обозначения: * р1 < 0,05 – достоверность различий со�
ответствующего показателя по сравнению с контролем; # р2 < 0,05 – достоверность различий между тренированными и
нетренированными животными
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Содержание внутриклеточного К+ в мышцах
в группах нетренированных животных, подверг�
шихся однократной динамической или стати�
ческой нагрузке, было ниже, чем у животных из
контрольной группы (не подвергавшихся ка�
кой�либо нагрузке) (рис. 4, б). Существеннее
всего уровень К+ в мышцах снизился в подгруп�
пе после нагрузки без утяжеления, в то время
как наименьшее снижение произошло в под�
группе после нагрузки в 10%. Уменьшение содер�
жания К+ в мышцах после статической нагрузки
было выражено в большей степени, чем после
динамической. Были выявлены статистически
значимые различия в содержании ионов К+ в
мышцах между группами нетренированных и
тренированных животных, подвергшихся как
динамической, так и статической нагрузке. Не�
обходимо отметить, что содержание ионов К+ в
мышцах у нетренированной группы снизилось
сильнее, чем у тренированной.

Выраженное увеличение внутриклеточного
соотношения Nai

+/Ki
+ в мышцах было зарегист�

рировано как после динамических, так и после
статических нагрузок, причем при высоких вели�
чинах утяжеления оно было выражено в меньшей
степени (рис. 4, в). Уровень внутриклеточного
соотношения Nai

+/Ki
+ в мышцах в группе, подвер�

гавшейся динамической нагрузке, выше, чем у
группы, подвергавшейся статической нагрузке.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные нами результаты позволяют
сделать три основных вывода. Во�первых, влия�
ние статических и динамических нагрузок на
содержание в плазме цитокинов значительно
различается. Длительные динамические упраж�
нения вызывают увеличение содержания IL�6 в
плазме нетренированных мышей. Это согласу�
ется с данными ряда публикаций [5, 6, 41], в ко�
торых исследовалось содержание IL�6 в плазме у
спортсменов – бегунов. В отличие от динами�
ческих, статические нагрузки оказывают выра�
женное влияние на концентрацию всех исследо�
ванных миокинов.

Во�вторых, как динамические, так и стати�
ческие нагрузки по�разному влияют на содер�
жание цитокинов в плазме крови нетренирован�
ных и тренированных животных. Так, в плазме у
тренированных животных после динамической
нагрузки наблюдался значительный прирост
концентрации IL�15 и снижение концентрации
IL�8, тогда как у нетренированных животных
подобная реакция на однократную динамичес�
кую нагрузку отсутствовала. Эти факты можно
объяснить адаптационными изменениями в ор�

ганизме животных, вызванными регулярными
физическими нагрузками [13, 42].

В�третьих, как динамические, так и статичес�
кие нагрузки влияют на содержание одновалент�
ных катионов в клетках скелетных мышц, вызы�
вая увеличение внутриклеточного соотноше�
ния Nai

+/Ki
+, однако при динамической нагрузке

это эффект выражен в большей степени. При
этом содержание внутриклеточного Na+ и K+ в
группах нетренированных животных в состоянии
покоя было ниже, чем у тренированных мышей.

Особенности влияния динамической и стати�
ческой нагрузки на продукцию миокинов у нетре�
нированных и тренированных животных могут
быть связаны с различиями в клеточном составе
мышц. Скелетная мышца весьма гетерогенна –
кроме миоцитов, она содержит целый ряд кле�
ток – фибробласты, перициты, адипоциты, чей
вклад в общий объем производства цитокинов
изучен недостаточно [42]. Относительное содер�
жание этих клеток, а также их воздействие на выз�
ванную физической нагрузкой продукцию цито�
кинов может изменяться в результате регулярных
физических нагрузок. В дополнение к гетероген�
ности ткани было показано, что скелетные мио�
циты могут быть подразделены на 3 различных
фенотипа, каждый из которых имеет свои особен�
ности биоэнергетических механизмов [43, 44].

Еще один фактор, обеспечивающий описан�
ные различия, может быть связан с особенностя�
ми транскрипционных механизмов. Показано,
что транскрипционные изменения при сокраще�
нии мышц наиболее выражены в быстро сокра�
щающихся мышечных волокнах типа IIa [45],
что также, несомненно, отражается на интен�
сивности продукции миокинов. Фактор, инду�
цируемый гипоксией 1 альфа (HIF�1α), сAMP� и
Cai

2+�зависимые протеинкиназы, а также соот�
ношение концентраций одновалентных катио�
нов ([Na+]i/[K+]i) обеспечивают передачу сигна�
лов и участвуют в образовании транскрипцион�
ных связей в клетках скелетных мышц [31, 39, 46,
47]. HIF�1α транслоцируется в ядро, где образу�
ет комплекс HIF�1α/HIF�1β и триггеры тран�
скрипции десятков генов, в том числе фактора
роста эндотелия сосудов (VEGF) и эндотелиаль�
ной синтазы окиси азота (eNOS) [48]. Важно от�
метить, что в отличие от динамической нагруз�
ки, статические нагрузки приводят к окклюзии
кровеносных сосудов и локальной гипоксии, что
сопровождается накоплением mRNA фактора
роста эндотелия сосудов (VEGF) и эндотелиаль�
ной синтазы окиси азота в скелетной мышце
крысы [49]. Однако роль этого пути в регулиро�
вании продукции цитокинов еще не изучена.

Возбуждение миоцитов сопровождается из�
менением трансмембранного градиента однова�
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лентных катионов вследствие притока Na+ и от�
тока K+ через потенциал�зависимые и Са2+�
чувствительные ионные каналы. В некоторых
типах клеток повышение соотношения
[Na+]i/[K+]i приводило к экспрессии mRNA ря�
да цитокинов, в том числе IL�6 [50, 51]. Это поз�
воляет предположить, что увеличение соотно�
шения [Na+]i/[K+]i является фактором, стимули�
рующим продукцию миокинов. Этот процесс
может опосредоваться возрастанием концентра�
ции [Ca2+]i в цитоплазме за счёт активации по�

тенциал�чувствительных Са2+�каналов и/или
Na+/Ca2+�обмена.

Ранее для оценки относительного вклада
Cai

2+�опосредованного и Cai
2+�независимого сиг�

нальных путей мы сравнили транскриптомные
изменения при увеличении соотноше�
ния [Na+]i/[K+]i в клетках, обеднённых Ca2+, и
обнаружили увеличение количества специфи�
ческих [Na+]i/[K+]i�чувствительных генов [52].
Среди [Na+]i/[K+]i�чувствительных генов, акти�
вируемых независимо от наличия хелато�

Рис. 4. Величины внутриклеточных концентраций Na+ (а), К+ (б) и соотношения Na+/К+ (в) после динамической (1) и
статической (2) нагрузки у нетренированных (I) и тренированных (II) мышей. Вверху указаны величины дополнительной
нагрузки (утяжеления) в процентах от массы тела. Концентрация нормирована на влажный вес мышцы. Представлены
средние значения ± SEM. Обозначения: * р1 < 0,05 – достоверность различий соответствующего показателя по сравнению
с контролем; # р2 < 0,05 – достоверность различий между тренированными и нетренированными животными
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ров Са2+, был обнаружен ген миокина, IL�6. Не�
давно также было выявлено, что внеклеточные
хелаторы Ca2+ значительно увеличивают прони�
цаемость мембраны для одновалентных ионов,
что приводит к повышению внутриклеточного
соотношения [Na+]i/[K+]i [53]. Ранее мы также
показали, что в клетках гладких мышц сосудов
транскриптомные изменения, индуцированные
гипоксией, по меньшей мере частично вызваны
HIF�1α�независимыми, [Na+]i/[K+]i�опосредо�
ванными, транскрипционными связями [54].

Однако молекулярная природа сенсоров,
посредством которых осуществляется регуляция
процессов транскрипции и трансляции внут�
риклеточными Na+ и K+, до сих пор остаётся
предметом дискуссии [55]. В данном аспекте ин�
тересен тот факт, что увеличение соотноше�
ния [Na+]i/[K+]i в цитоплазме клеток скелетных
мышц при сокращении сопровождается увели�
чением активности α2 Na+/K+�ATPазы [56], ко�
торая способна частично нивелировать этот эф�
фект благодаря высокому сродству этой изофор�
мы фермента к [Na+]i [57].

Подводя итог сказанному, следует отметить,
что спектр вырабатываемых миокинов зависит
от характера нагрузок и уровня предваритель�
ной тренировки. Динамические и статические
нагрузки по�разному влияют на содержание мио�
кинов в плазме крови нетренированных и пред�
варительно тренированных экспериментальных
животных. Обнаруженные различия могут
иметь в своей основе целый ряд механизмов.
Клеточный состав скелетных мышц и феноти�
пические особенности мышечных волокон, из�
меняясь в результате регулярных тренировок,
могут модифицировать процессы продукции

миокинов. Однако обнаруженное влияние фи�
зических нагрузок на диссипацию трансмемб�
ранных градиентов одновалентных катионов
позволяет предположить, что определенную
роль в этом могут играть [Na+]i/[K+]i�зависимые
механизмы запуска транскрипции генов.

Модификация этих механизмов под влияни�
ем физических нагрузок различного характера и
интенсивности представляет значительный ин�
терес, так как является перспективным путем
воздействия на процессы метаболизма как на
клеточном, так и на системном уровнях, что
весьма актуально как для повышения спортив�
ных результатов, так и для коррекции метаболи�
ческих расстройств при целом ряде социально
значимых заболеваний.
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INFLUENCE OF DYNAMIC AND STATIC LOADS
ON THE CONCENTRATION OF MYOKINES IN PLASMA
AND ON THE CONTENT OF SODIUM AND POTASSIUM

IN THE SKELETAL MUSCLES OF MICE

T. A. Kironenko1, K. G. Milovanova1, A. N. Zakharova1, S. V. Sidorenko2,
E. A. Klimanova1,2, E. Yu. Dyakova1, A. A. Orlova1, E. S. Negodenko1,

Yu. G. Kalinnikova1,  S. N. Orlov1,2 , and L. V. Kapilevich1*

1 National Research Tomsk State University, 634050 Tomsk, Russia, E�mail: kapil@yandex.ru
2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia; E�mail: klimanova.ea@yandex.ru

Modification of the production of cytokines under the influence of physical activity is of considerable interest, since
it is a promising way of correcting metabolic processes at both the cellular and systemic levels. The content of IL�6,
IL�8, and IL�15 in plasma and monovalent cations in skeletal muscle in mice was studied at different times after sta�
tic and dynamic loads, taking into account their weighting and preliminary training. Long�term dynamic exercises
cause an increase in the content of IL�6 and a decrease in IL�15 in the plasma of intact mice, without affecting the
concentration. In trained mice, the effects of a single load on the concentration of IL�6 and IL�15 in plasma were
enhanced, and a decrease in the concentration of IL�8 was also noted. Unlike dynamic, static loads have a similar,
but more pronounced effect on the concentration of IL�6 and IL�15 in plasma. However, the concentration of IL�8
in response to static load increased significantly. Preliminary workouts reinforced the described reactions for all
myokines studied. The multidirectional effect of the dynamic load (swimming) on the contents of intracellular sodi�
um (increase) and potassium (decrease) in the mouse soleus was shown. It was found for the first time that a similar
phenomenon is observed under static load (hanging on a grid) in mouse biceps mice and does not reliably depend on
preliminary training of experimental animals. Possible mechanisms providing the regulation of cytokine secretion
after exercise are discussed, including the [Na+]i/[K+]i�dependent mechanism for triggering gene transcription.

Keywords: physical activity, myokines, ions, Na+/K+�ATPase, transcription, translation
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Одной из основных причин слепоты в мире являются заболевания роговицы, лечение тяжёлых форм кото!
рых основано на кератопластике. Успех лечения зависит от жизнеспособности трансплантата роговицы, оп!
ределяющейся эффективностью восстановления функций эндотелия после консервации, что делает акту!
альной разработку методов объективной оценки сохранности эндотелия и совершенствования консерваци!
онных сред. Проведено исследование влияния гипотермической консервации на равновесную концентра!
цию внутриклеточного натрия в клетках эндотелия роговицы, устанавливающуюся в них после прекраще!
ния консервации, и зависимости этого параметра от присутствия в консервационной среде митохондриаль!
ного антиоксиданта SkQ1. Оценивали влияние SkQ1 на внутриклеточную концентрацию натрия в клетках
эндотелия роговицы глаза свиньи после гипотермической консервации при 4 °С длительностью 1, 5 и
10 дней в стандартном растворе Eusol!C. Концентрацию внутриклеточного натрия определяли с помощью
флуоресцентного красителя Sodium Green в препаратах клеток эндотелия. Флуоресцентные изображения
клеток анализировали, используя оригинальную программу «CytoDynamics». В контрольных образцах пос!
ле 10 дней гипотермической консервации выявлено значительное повышение концентрации внутриклеточ!
ного натрия в клетках эндотелия роговицы и снижение проницаемости для натрия их плазматических
мембран. Консервация роговицы в присутствии 1 нМ SkQ1 приводила к установлению более низкого по
сравнению с контролем уровня равновесной концентрации внутриклеточного натрия при температу!
ре 37 °С, снижения проницаемости плазматических мембран не наблюдалось. Таким образом, SkQ1 повы!
шает способность клеток эндотелия к восстановлению концентрации внутриклеточного натрия, что делает
перспективным его использование для повышения сохранности функциональной компетентности клеток
эндотелия роговицы при гипотермической консервации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эндотелий роговицы, гипотермическая консервация, SkQ1, внутриклеточный натрий.
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МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ АНТИОКСИДАНТ SKQ1
ПОВЫШАЕТ ЭФФЕКТИВНОСТЬ ГИПОТЕРМИЧЕСКОЙ

КОНСЕРВАЦИИ РОГОВИЦЫ
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ВВЕДЕНИЕ

Пятое место в мире среди основных причин
слепоты занимают заболевания роговицы, лече!
ние тяжёлых форм которых основано на кера!
топластике [1]. Успешность кератопластики
(сквозной, задней послойной) во многом зави!
сит от функционального состояния эндотелия,

повреждение которого приводит к отеку рогови!
цы, снижению её прозрачности и снижению
жизнеспособности трансплантата. Эффектив!
ность восстановления роговичного трансплан!
тата после операции зависит от интенсивности
транспорта электролитов и воды через эндоте!
лий роговицы, важной функцией которого яв!
ляется поддержание осмотического равновесия
матрикса роговицы [2, 3]. Необходимость вос!
становления функциональных возможностей
эндотелия после периода консервации делает
актуальными исследования, направленные на
совершенствование консервационных сред и

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ОИ – области интереса;
[Na+]i – внутриклеточная концентрация ионов натрия;
SkQ1 – 10!(6′!пластохинонил)децилтрифенилфосфоний.

* Адресат для корреспонденции.
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разработку методов объективной оценки сох!
ранности транспортных функций клеток эндо!
телия роговицы. Методы определения жизне!
способных клеток с применением красителя
«трипановый синий» или тест на фрагментацию
ДНК (TUNEL assay) не позволяют оценивать
собственно функциональность транспортных
механизмов клеток эндотелия [4, 5]. В молеку!
лярный механизм транспорта на стороне, обра!
щённой к матриксу роговицы, входят: Na/К!
АТФаза, электрогенный натрий!бикарбонат
котранспортер (1Na+/2HCO3

–, SLC4A4, NBCe1),
Na+/K+/2Cl– (NKCC), ионообменники: хлорид!
бикарбонат (Cl–/HCO3

–, SLC4A2, AE2) и натрий!
протонный (Na+/H+, SLC9A6, NHE1) [6, 7]. На
апикальной поверхности идентифицированы
хлоридные каналы CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator) и
CaCC (Calcium activated Chloride Channel –
CLCA1), которые, по!видимому, не вносят зна!
чительного вклада в общий транспорт и активи!
руются только в стрессовых ситуациях [8]. Кана!
лы проницаемы и для бикарбонат!иона в соот!
ношении 4/1 (Cl–/HCO3

–). В эндотелиальных
клетках отмечают высокую плотность митохон!
дрий. ATФ, производимый в клетках, является
не только субстратом для Na/К!АТФазы, но и
сигнальным фактором, который, наряду с внут!
риклеточным кальцием, через пуринэргические
рецепторы способен повышать проводимость
апикальной поверхности для HCO3

–, активируя
CaCC [9]. В механизме трансэпителиального
переноса ионов и воды основным источником
энергии для векторного транспорта является
Na/К!АТФаза, создавая, наряду с другим элект!
рогенным транспортером, NBCe1, градиент
электрохимического потенциала натрия на
плазматической мембране этих клеток, что яв!
ляется вторичным источником энергии для вы!
полнения этими клетками функции «насоса».
В этой связи естественно рассматривать концен!
трацию внутриклеточного натрия как результат
баланса активности натрий!калиевого насоса и
потоков через каналы и ионообменники плаз!
матической мембраны клетки [10]. Исследова!
ние динамики снижения клеточного объёма эн!
дотелия роговицы, а также содержания внут!
риклеточного натрия в клетках эндотелия после
прекращения гипотермической консервации
даёт объективное представление о транспорт!
ной компетентности этих клеток [11].

В данной работе проведено исследование
влияния гипотермической консервации на рав!
новесную концентрацию внутриклеточного
натрия, устанавливающуюся в клетках эндоте!
лия роговицы после повышения температуры до
37 °C. Кроме того, была проведена оценка зави!

симости этого параметра от присутствия в кон!
сервационной среде митохондриального анти!
оксиданта 10!(6′!пластохинонил)децилтрифе!
нилфосфония (SkQ1). SkQ1 в форме глазных ка!
пель «Визомитин» используется для лечения
синдрома «сухого глаза», оказывает мягкий про!
тивовоспалительный эффект и ускоряет регене!
рацию роговицы [12, 13]. Показано, что SkQ1
способен снижать связанные с ишемией и ре!
перфузией повреждения тканей [14].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проводили на дисках рогови!
цы свиньи (sus scrofa domesticus). Трепанацию
проводили с помощью трепана диаметром 8 мм
через 6–8 ч после забоя животных (свинокомп!
лекс «АО “Кудряшовское”», с. Криводановка,
Новосибирская обл.). Иссечённые диски рого!
вицы помещали в чашки Петри, заполненные
средой Eusol!C («Alchimia», Италия) и на льду
транспортировали в лабораторию.

Гипотермическая консервация. Исследовали
влияние гипотермической консервации рогови!
цы свиньи на способность эндотелиоцитов вос!
станавливать внутриклеточную концентрацию
натрия ([Na+]i) после прекращения гипотермии.
Препараты (диски) роговицы инкубировали в
консервационной среде Eusol!C в течение 1, 5 и
10 дней при 4 °С. В экспериментальных группах
в среде присутствовал 1 нM SkQ1 (использовали
глазные капли «Визомитин», предоставленные
ООО «НИИ Митоинженерии МГУ»). Диски ин!
кубировали индивидуально, для каждого вре!
менного интервала использовали 4–5 дисков.

Препарат переживающих клеток. Препарат
переживающих клеток эндотелия роговицы по!
лучали переносом клеток на покровное стекло.
С этой целью диск роговицы инкубировали в
растворе 1 мг/мл коллагеназы («Sigma», США) в
PBS (138 мM NaCl, 4,7 мM Na2HPO4,
2,7 мM KCl, 1,5 мM KH2PO4, 0,5 мM MgCl2,
5,5 мM глюкоза, 1,0 мМ CaCl2) при 37 °С 30 мин,
затем делали отпечаток эндотелия на покровное
стекло, покрытое 0,1%!ным (w/v) раствором по!
лилизина («Sigma», США) в воде. Таким мето!
дом получали препарат клеток эндотелия, обра!
щённых базальной стороной в сторону омываю!
щего раствора.

Микроскопия. Экcпеpиментальная установ!
ка пpедcтавляла собой пpоточную камеpу,
pазpаботанную для иcпользования c флуоpеc!
центным микpоcкопом Observer!Z1 (объектив
Fluar 25×/0,8 M27, «Zeiss», Германия). Объем ка!
меры составлял ~50 мкл, cкоpоcть пpотекания
pаcтвоpа 25 мл/мин, поддерживаемая темпера!
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тура 36,80 ± 0,2 °C. Флуоресцентные изображе!
ния клеток записывали с помощью камеры
AxioCam HSm, используя набор фильтров и ди!
хроическое зеркало #009 («Zeiss», Германия). Ре!
гистрацию изображений производили с интер!
валом 30 с на протяжении всего эксперимента
при низкой интенсивности возбуждающего све!
та, что позволяло избегать выгорания флуоро!
фора во время эксперимента. Серии цифровых
изображений регистрировали с дигитализацией
12 бит в режиме линейного преобразования па!
дающей интенсивности и сохраняли на компь!
ютере в формате TIFF. Измерения интенсивнос!
ти флуоресценции проводили c помощью прог!
раммного пакета «CytoDynamics» c запиcью ре!
зультатов измерения динамики интенсивностей
индивидуальных клеток в формате таблиц Excel
(Программа для ЭВМ 2016612766 РФ).

Измерение концентрации внутриклеточного
натрия. Концентрацию [Na+]i в клетках опреде!
ляли флуориметрическим методом с помощью
флуоресцентного красителя Sodium Green
AM («Molecular Probes», США), согласно уста!
новленному ранее протоколу [15].

Сигнал калибровали, помещая клетки в фос!
фатный солевой буфер (PBS) с различной кон!
центрацией Na+ (147,4 мМ, и 10 мМ в присут!
ствие 100 ед./мл Na+!ионофора Nystatin
(«AppliChem», Германия). Гипонатриевый раст!
вор (10 мМ NaCl) готовили на основе изотони!
ческого PBS, в котором часть натрия замещали
на 137,4 мМ n!methyl!D!glucamine («ICN
Biomedicals», США). Для измерения покровное
стекло с клетками эндотелия переносили в раст!
вор PBS. Клетки загружали флуоресцентным
красителем Sodium Green AM (10 мкM, 40 мин,

37 °C). Стекла с клетками помещали в камеру
флуоресцентного микроскопа. В ходе экспери!
мента первые 5 мин (период I) клетки находи!
лись при температуре 10 °С, затем 5 мин – при
температуре 37 °С (период II) и последующие
5 мин (период III) – в среде PBS, содержащего
10 мМ Na+ при температуре 37 °С в присутствие
100 ед./мл Nystatin (рис. 1). Для определения
проницаемости плазматической мембраны для
ионов натрия создавали ступенчатый градиент
натрия сменой среды, содержащей 147,4 и
10 мМ натрия. Экспериментальные записи из!
менения флуоресценции Sodium Green для
оценки скорости изменения внутриклеточного
натрия нормировали по амплитуде и находили
коэффициент линейной регрессии начального
участка кривой флуоресценции, как это описа!
но нами ранее [16].

Анализ экспериментальных данных по дина!
мике внутриклеточной концентрации ионов Na+

с целью получения количественных оценок
проницаемости мембраны клеток для ионов
натрия производили с помощью математичес!
кой модели главных клеток собирательных тру!
бок почки, разработанной нами ранее [17]. Ус!
реднённые профили флуоресценции клеток в
экспериментальных группах (M ± SD) строили,
рассчитывая средние значения соответствую!
щих точек профилей области интереса (ОИ).
В каждой экспериментальной группе рассчиты!
вали стационарную концентрацию натрия в
клетках при 37 °С в интервале II, исходя из сред!
них значений интенсивности флуоресценции на
квазистационарных участках профиля, соответ!
ствующих интервалам I и III, и внутриклеточ!
ной концентрации натрия, равной 147,4 мМ при
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Рис. 1. Схема эксперимента по измерению стационарной концентрации внутриклеточного натрия
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температуре 10 °С и 10 мМ в присутствие
100 ед./мл Nystatin.

Анализ микроизображений с помощью прогA
раммы «CytoDynamics». Для реализации компью!
терной флуориметрии применяли специализи!
рованный программный пакет «CytoDynamics»
(госрегистрация № 2016612766). Для цифровой
обработки берутся файлы, получаемые непосред!
ственно с камеры. «CytoDynamics» определяет
контуры групп и индивидуальных клеток – об!
ласти интереса (ОИ) – на начальном кадре се!
рии и удерживает контур изображения на после!
дующих во времени снимках (рис. 2) [18].

На изображении каждой ОИ программа оп!
ределяет периметр, площадь и интегральную
интенсивность флуоресценции, которая про!
порциональна внутриклеточной концентрации
натрия [19]. Соответствие интенсивности флуо!
ресценции и [Na+]i определяли в каждой экспе!
риментальной группе.

Статистический анализ. Усреднённые профи!
ли флуоресценции строили по средним значе!
ниям точек индивидуальных профилей ОИ. На
графиках усреднённых профилей точки пред!
ставлены в виде среднего значения и стандартно!
го отклонения (M ± SD). Количество профилей,
усредняемых в каждой точке эксперименталь!
ного профиля в группе с соответствующим вре!
менем консервации, указано в разделе. Средние
величины, полученные таким образом, рассмат!
ривали как независимые. Размер выборки (n)
для определения статистических достовернос!
тей различия [Na+]i определялся количеством
точек на плато в периоде II и был равен 9 (n = 9).
Достоверности различий определяли с приме!
нением t!критерия Стьюдента для двух незави!
симых групп. Соответствие полученных значе!
ний флуоресценции нормальному распределе!
нию определяли с помощью теста Shapiro–
Wilk (Statistica 6.1, statsoft.com).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Экспериментальный профиль флуоресцен!
ции Sodium Green имеет три характерных ква!
зистационарных участка, которые соответству!
ют внутриклеточной концентрации натрия в
этих участках (рис. 3). В интервалах I и III внут!
риклеточная концентрация натрия соответству!
ет его концентрации в среде. В интервале I энер!
гозависимый транспорт остановлен, поскольку
при температуре 10 °С активность Na/К АТФазы
подавлена, и в клетках устанавливается [Na+]i,
равновесная со средой (147,4 мM). В интервале
III равновесие со средой устанавливается в ре!
зультате повышения проницаемости плазмати!
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Рис. 2. Фрагмент препарата переживающих клеток эндоте!
лия роговицы. (×25/0,8 Plan!apochromat, Zeiss). а – Фазово!
контрастное изображение; б – флуоресцентное изображе!
ние; в – флуоресцентное изображение с выделенными зо!
нами интереса. (С цветным вариантом рис. 2 можно озна!
комиться в электронной версии статьи на сайте: http://
sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)
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ческой мембраны, вызванной присутствием
Nystatin. Интенсивность флуоресценции в ин!
тервале II соответствует величинам равновесной
внутриклеточной концентрации натрия, кото!
рая устанавливается в клетке в результате балан!
са потоков ионов натрия в клетку и из клетки.
Таким образом, величина [Na+]i определяется
активностью Na/К АТФазы и скоростью входа,
которая зависит от проницаемости плазмати!
ческой мембраны (интервал II). В клетках эндо!
телия, подвергавшихся гипотермическому воз!
действию в консервационной среде EusolC, при
37 °С устанавливалась равновесная концентра!
ция внутриклеточного натрия в зависимости от
времени консервации и присутствия в консер!
вационной среде 1 нM SkQ1: 1 день – 27,3 ± 1,9
и 44,2 ± 3,1; 5 дней – 63,2 ± 4,8 и 47,3 ± 3,2;
10 дней – 69,2 ± 4,7 и 44,1 ± 3,5 (контрольная и

экспериментальная (1 нM SkQ1) группы соответ!
ственно) (p < 0,01, n = 9). Присутствие в консер!
вационной среде 1 нM SkQ1 обусловило пони!
женный по сравнению с контролем стационар!
ный уровень [Na+]i в клетках эндотелия при тем!
пературе 37 °С.

Клетки эндотелия роговицы формируют
клеточный монослой, важной функцией кото!
рого является регуляция осмотического баланса
стромы роговицы. В настоящее время принято
описание функции эндотелия посредством так
называемой «pump!leak» модели [7, 8], которая
разделяет потоки активного и осмотического
переноса. Нарушение целостности клеточного
монослоя эндотелия приводит к резкому воз!
растанию парацеллюлярных потоков, описыва!
емых как «утечка», что вызывает отёк и сниже!
ние прозрачности роговицы. Клетки эндотелия
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Рис. 3. Усреднённые профили интенсивности флуоресценции Sodium Green (условные единицы – УЕ). Влияние присут!
ствия 1 нM SkQ1 в среде консервации. а – 1 день (количество индивидуальных профилей ОИ: контроль – 110; экспери!
мент – 90), б – 5 дней (количество индивидуальных профилей ОИ: контроль – 100; эксперимент – 70), в – 10 дней (ко!
личество индивидуальных профилей ОИ: контроль – 70; эксперимент – 60). Сплошная линия – профиль препаратов, ин!
кубированных в среде Eusol!C; пунктирная линия – профиль препаратов, инкубированных в среде Eusol!C, содержащей
1 нM SkQ1
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остановлены в фазе клеточного цикла G1, и по
этой причине не проходят митотическое деле!
ние [20]. С возрастом часть клеток гибнет, и це!
лостность клеточного слоя сохраняется за счёт
оставшихся живых клеток, которые также фор!
мируют сплошной клеточный слой, но с мень!
шим количеством клеток [21, 22]. В этой связи
до настоящего времени одним из основных кри!
териев функциональности эндотелия и пригод!
ности роговицы для трансплантации является
морфологический критерий – плотность эндо!
телиальных клеток, которая снижается с возрас!
том донора [23]. Однако этот показатель не поз!
воляет оценивать функциональные возможнос!
ти эндотелия как регулятора осмотического ба!
ланса матрикса. Возможность определить
транспортный потенциал клеток эндотелия мо!
жет иметь значение как для определения при!
годности ткани для трансплантации после пери!
ода консервации, так и в исследовательских це!
лях для проверки эффективности создаваемых
рецептур новых сред для консервации.

В настоящей работе проводили изучение
влияния присутствия в среде консервации SkQ1
на восстановление баланса потоков натрия ин!
дивидуальных клеток эндотелия после оконча!
ния гипотермического хранения. Трансмемб!
ранный электрохимический градиент натрия
создаётся Na/К!АТФазой и является значимым
вторичным источником энергии для транспорт!
ных процессов в клетке. Таким образом, можно
считать внутриклеточную концентрацию дан!

ного иона адекватным показателем функцио!
нальной возможности транспортного механиз!
ма клетки. Результаты исследования этого пока!
зателя в контрольных образцах позволяют гово!
рить о значительном возрастании величины
равновесной [Na+]i, устанавливающейся при
37 °С в клетках эндотелия по мере нарастания
срока гипотермической консервации. Как пока!
зали результаты наших экспериментов, прони!
цаемость плазматической мембраны клеток эн!
дотелия для натрия после гипотермической
консервации в течение 10 дней снижается в
контрольных группах, но остаётся повышенной
в группах с SkQ1 (рис. 4).

Это позволяет сделать вывод, что повыше!
ние в клетках равновесной [Na+]i в контрольных
группах связано со снижением транспортной
функции Na/K!ATФазы. Присутствие в консер!
вационной среде SkQ1 оказывает значительное
и несколько неоднозначное влияние на равно!
весную [Na+]i, которая устанавливается при
37 °С в зависимости от длительности гипотер!
мической консервации.

Как можно видеть из результатов экспери!
ментов, препараты, хранившиеся в присут!
ствии SkQ1, показывают близкие значе!
ния [Na+]i во всех экспериментальных группах.
И если для одного дня гипотермической кон!
сервации эти значения превышают показатели
контрольной группы (рис. 3, а), что, по!видимо!
му, связано с повышенной проницаемостью
плазматической мембраны для натрия, то в экс!
периментальных группах 5 и 10 дней они значи!
тельно ниже значений в контрольных груп!
пах (рис. 3, б и в). Наиболее вероятным механиз!
мом такого эффекта может быть протекторное
действие SkQ1 на функции митохондрий и обес!
печение энергией функции натрий!калиевого
насоса. Как было показано в ряде работ по ис!
следованию катионных производных пластохи!
нона (SkQ, «Скулачев!ионов»), эти производ!
ные, обладающие высокой антиоксидантной
активностью, являются возобновляемыми анти!
оксидантами [24, 25].

Заметный антиоксидантный эффект SkQ
наблюдался уже при концентрации 1 нM. Было
показано, что соединения группы SkQ (в част!
ности, SkQ1) способны проникать через плос!
кие бислойные мембраны, электрофоретически
накапливаться в митохондриях с высокой изби!
рательностью и восстанавливаться дыхательной
цепью. В изолированных митохондриях в нано!
молярных концентрациях SkQ1 чрезвычайно
эффективно снижает активность радика!
лов OH• [26]. Можно предположить, что при ги!
потермической консервации эффект SkQ1,
обуславливающий высокую эффективность нат!
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Рис. 4. Влияние гипотермической консервации на прони!
цаемость плазматической мембраны клеток эндотелия ро!
говицы для ионов натрия. Неокрашенные столбцы – конт!
роль; серые столбцы – присутствие 1 нM SkQ1 в среде кон!
сервации. * Снижение проницаемости в контрольной
группе (p < 0,05); ** превышение над контрольной группой
(p < 0,01)
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рий!калиевого насоса, объясняется высокой
степенью восстановления энергетической
функции митохондрий в клетках эндотелия.
Производные пластохинона, включая SkQ1, в
низких концентрациях способны блокировать
развитие апоптоза, вызванного оксидативным
стрессом: транслокацию проапоптозного белка
bax в митохондрии и выход цитохрома с из ми!
тохондрий [26, 27]. Антиапоптозный эффект
SkQ1, по!видимому, также может способство!
вать сохранению целостности клеточного мо!
нослоя и тем самым сохранению осморегулиру!
ющей функции эндотелия в процессе гипотер!
мической консервации. Эффект SkQ1 на прони!
цаемость клеток для ионов натрия, вероятно,
вызван тем, что катионные производные плас!
тохинона способны взаимодействовать с транс!
портерами плазматической мембраны и влиять
на их функцию, но эти механизмы нуждаются в
более глубоком исследовании.

Резюмируя результаты настоящей работы,
можно сказать, что они дают основания для раз!
вития дальнейших исследований механизма
действия SkQ1 на эндотелии роговицы и воз!
можности применения этого агента в консерва!
ционных средах.

Финансирование. Работа выполнена при фи!
нансовой поддержке Российского фонда фунда!
ментальных исследований (гранты №№ 19!08!
00874 и 20!015!00147!а) и бюджетного финанси!
рования по государственному заданию (проект
№ 0259!2021!0016).

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

Соблюдение этических норм. Все примени!
мые международные, национальные и/или инс!
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ния животных были соблюдены.
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MITOCHONDRIAL ANTIOXIDANT SkQ1 IMPROVES
HYPOTERMIC PRESERVATION OF CORNEA

G. S. Baturina1,2, L. E. Katkova1, I. G. Palchikova2,3,
N. G. Kolosova1, E. I. Solenov1,2,4*, and I. A. Iskakov5

1 Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences,
630090 Novosibirsk, Russia; E(mail: eugsol@bionet.nsc.ru
2 Novosibirsk State University, 630090 Novosibirsk, Russia

3 Technological Design Institute of Scientific Instrument Engineering of the Siberian Branch
of the Russian Academy of Sciences 630058 Novosibirsk, Russia

4 Novosibirsk State Technical University, 630087 Novosibirsk, Russia
5 Fedorov NMRC MNTK “Eye Microsurgery”, 630096 Novosibirsk, Russia

Diseases affecting the cornea are frequent cause of blindness worldwide and keratoplasty is important way for healing
of heavy affected cornea. For successful grafting functional competence of cornea endothelial cells is crucial. It makes
important improvement the mediums for hypothermic storage and methods for evaluation of functional competence
of cornea. Transport of water and ions by cornea endothelium is important for viability and optic properties of cornea.
The effect of SkQ1 on recovering sodium concentration in endothelial cells after hypothermic preservation of cornea
was studied. For this purpose, the effect of SkQ1 on intracellular sodium concentration of pig corneal endothelium
cells after hypothermic preservation at 4°С during 1, 5, and 10 days in standard Eusol!C solution was determined.
Concentration of intracellular sodium in preparation of endothelial cells was assayed using fluorescent dye Sodium
Green. The fluorescent images were analyzed with custom made computer program “CytoDynamics”. The estima!
tion of sodium concentrations in pig corneal endothelium cells revealed a significant increase in the level of intracel!
lular sodium in control samples after 10 days of hypothermic preservation. Preservation in the presence of 1.0 nM
SkQ1 led to set up a lower level of the equilibrium concentration of intracellular sodium in comparison with the con!
trol at the temperature 37°С. Statistically significant decrease of plasma membrane sodium permeability of endothe!
lial cells after 10 days of hypothermic preservation in control samples was shown. No decrease in permeability was
observed in samples subjected to preservation in the presence of 1 nM SkQ1. The presence of SkQ1 increases the abil!
ity of endothelial cells to restore the concentration of intracellular sodium. SkQ1 is a promising agent that helps to
preserve the functional competence of endothelial cells during cold preservation.

Keywords: corneal endothelium, hypothermic preservation, SkQ1, intracellular sodium
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Ранее было высказано предположение, что в патогенезе заболевания COVID�19 важную роль может играть
дисбаланс ренин�ангиотензиновой системы. На мышиной модели было показано, что экспрессия белка�
рецептора ACE2 на клеточной поверхности подавляется в ответ на инфекцию SARS�CoV, и такой же эффект
может быть вызван экспозицией клеток к рекомбинантному вирусному белку шипов S. В случае естествен�
ной инфекции циркуляция S�белка в растворимой форме маловероятна, однако у вируса SARS�CoV�2 при
созревании вириона большая часть тримеров S�белка подвергается препроцессингу протеазой фурином с
расщеплением исходного полипептида по сайту на границе субъединиц S1 и S2. В результате при переходе
белка шипов в конформацию слияния субъединицы S1, несущие рецептор�связывающие домены, могут
свободно отделяться от связанных с мембраной субъединиц S2. Судьба S1�субъединиц, отщепившихся
из�за спонтанного изменения конформации некоторых тримеров S�белка, экспонированных на вирионах и
на внешней поверхности инфицированных клеток, никогда не исследовалась. Мы предполагаем, что сво�
бодные S1�субъединицы белка шипов SARS�CoV�2, выделяемые с поверхности инфицированных клеток и
из вирионов in vivo, могут связываться с рецептором ACE2 и снижать его представленность на поверхности
клетки. Снижение активности ACE2 на фоне постоянной или повышенной активности ACE в легких может
приводить к преобладанию эффектов ангиотензина II, ведущих к усилению тромбоза, воспаления и пов�
реждения легочной ткани. Этот механизм также предполагает связь между пониженной (по сравнению с
формой D614 дикого типа) продукцией субъединиц S1 клетками при инфекции вирусом, несущим мутацию
S�белка D614G, и отсутствием повышенной тяжести протекания COVID�19 при заражении этой линией ви�
руса, несмотря на показанные для неё повышенную инфекционность и более высокую вирусную нагруз�
ку in vivo.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: SARS�CoV�2, ренин�ангиотензиновая система, отщепление субъединицы S1 бел�
ка S, патогенез COVID�19, мутация D614G.

DOI: 10.31857/S0320972521030131

СВОБОДНЫЕ S1�СУБЪЕДИНИЦЫ БЕЛКА ШИПОВ
ВИРУСА SARS�CoV�2 МОГУТ ДЕЙСТВОВАТЬ

В КАЧЕСТВЕ ФАКТОРА ПАТОГЕНЕЗА COVID�19

© 2021 А.В. Летаров1,2*, В.В. Бабенко3, E.Е. Куликов1

ВВЕДЕНИЕ

Пандемия COVID�19, которая уже привела
примерно к двум миллионам смертей во всем
мире, вызвана коронавирусом SARS�CoV�2, ко�
торый, скорее всего, перешел к человеку от ка�
кого�то вида животных в конце 2019 года [1].
Вирус SARS�CoV�2 имеет большую степень
сходства с Coronavirus RaTG13 летучих мышей,

однако высказывались предположения об учас�
тии промежуточного хозяина (вероятно, панго�
лина) [2]. Считается, что адаптация виру�
са SARS�CoV�2 к репликации в клетках челове�
ка в основном была связана с приобретением
новой последовательности рецептор�связываю�
щего домена (RBD) белка шипов S. RBD вируса
SARS�CoV�2 эффективно распознает находя�
щийся на клеточной мембране ангиотензин�
превращающий фермент 2 (ACE2) человека. Хо�
тя родственный SARS�CoV�2, коронавирус
SARS�CoV, также распознает ACE2 в качестве
клеточного рецептора [1], только 8 из 14 крити�
ческих для узнавания аминокислотных остатков

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ACE – ангиотензин�пре�
вращающий фермент; RBD – рецептор�связывающий до�
мен; РАС – ренин�ангиотензиновая система.

* Адресат для корреспонденции.
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оказываются консервативными между RBD
этих вирусов [2].

Для проникновения коронавируса в клетку
хозяина необходим процессинг вирусного S�
белка протеазами хозяина, расщепляющими по�
липептидную цепь на стыке субъединиц S1
и S2 [1]. Этот процессинг может происходить
непосредственно после присоединения вириона
к клеточной поверхности за счет протеазы
TMPRSS2 или уже в лизосомном компартменте
после интернализации вируса [1, 3]. Протеоли�
тический процессинг белка S позволяет субъ�
единице S1 диссоциировать, запуская пере�
стройку субъединицы S2 в конформацию, необ�
ходимую для инициации слияния вирусной и
лизосомной мембран [4].

У некоторых коронавирусов протеолитичес�
кий процессинг S�белка может происходить во
время сборки вириона в аппарате Гольджи. Та�
кой процессинг требует, чтобы на стыке субъ�
единиц S1 и S2 присутствовал сайт узнавания
протеазы фурина [3]. В SARS�CoV�2 вставка
последовательности аминокислот PRRA после
675 а.о. S�белка создала сайт расщепления фу�
рином – RRAR [2]. Наличие этого сайта приво�
дит к эффективному процессингу S�белка в ин�
фицированной клетке [3, 5]. Предварительный
протеолитический процессинг S�белка перед
высвобождением вируса делает последующую
инфекцию более эффективной [3] и потенци�
ально может позволить части вирусных частиц
проникать в инфицируемые клетки непосред�
ственно через плазматическую мембрану, не по�
падая в лизосомный компартмент [6]. Более эф�
фективное проникновение SARS�CoV�2 в клет�
ку, равно как и более высокое сродство его RBD
к рецепторам (по сравнению с RBD SARS�CoV,
в котором также отсутствует сайт процессинга
фурином), может компенсировать для SARS�
CoV�2 относительное снижение доступности
RBD для связывания с рецептором ACE2, свя�
занное с тем, что на большинстве тримеров S�
белка SARS�CoV�2 два из трех RBD находятся в
«закрытой» конформации [3]. В этой конфор�
мации RBD закрыты как для факторов гумо�
рального иммунитета хозяина (например, анти�
тел), так и для распознавания рецепторов. У ви�
руса SARS�CoV на большинстве шипов все три
RBD присутствуют в «открытой» конформа�
ции [7].

Как и в случае любой вирусной пневмонии,
патогенез заболевания COVID�19, а также
SARS, как полагают, в основном связан с пора�
жением вирусом эпителиальных клеток легких,
а также, и даже в большей степени, с явлениями,
связанными с ответом иммунной системы на
инфекцию [1, 8].

ФОРМУЛИРОВКА ГИПОТЕЗЫ
И ОБСУЖДЕНИЕ

Установление роли белка ACE2 в качестве ре�
цептора как SARS�CoV, так и SARS�CoV�2 поро�
дило предположение о том, что помимо выше�
упомянутых механизмов (которые могут быть до�
полнительно усилены вторичной бактериальной
инфекцией), патогенез заболеваний COVID�19 и
SARS может в значительной степени быть связан
с вызванным вирусом дисбалансом ренин�анги�
отензиновой системы (РАС) [9, 10].

ACE2 – это металлопротеаза клеточной по�
верхности (карбоксипептидаза), которая прев�
ращает декапептид ангиотензина I в нонапеп�
тид – ангиотензин 1–9). В отличие от ACE2,
фермент ACE1 (или ACE) превращает ангиотен�
зин I в физиологически активный октапептид
ангиотензин II (или ангиотензин (1–8)). Ангио�
тензин (1–9), производимый ACE2, может быть
далее преобразован в гептапептид ангиотен�
зин (1–7) с помощью фермента ACE1. Ангио�
тензин II, в свою очередь, также может превра�
щаться в ангиотензин (1–7) с помощью ACE2
[9, 10]. Нормальная физиологическая актив�
ность ангиотензина II способствует повышению
артериального давления за счет вазоконстрик�
ции, но в то же время этот гормон способствует
развитию местных воспалительных реакций,
повышению свертываемости крови, тромбозу,
фиброзу, увеличению проницаемости капилля�
ров и возникновению отеков. Ангиотензин
(1–7) имеет в основном противоположные эф�
фекты, снижая воспаление, тромбоз, фиброз и
вызывая расширение сосудов [9, 10]. Следова�
тельно, повышение представленности функцио�
нального белка ACE1 и/или понижение пред�
ставленности функционального белка ACE2 на
поверхности клеток приводят к усилению выз�
ванного вирусной инфекцией повреждения лё�
гочной ткани.

В экспериментах на мышиной модели было
показано, что инфекция SARS�CoV действи�
тельно снижает представленность белка ACE2
на поверхности клеток [9–11]. Было высказано
предположение, что прикрепление вируса к мо�
лекулам ACE2 вызывает их удаление с поверх�
ности клетки посредством ко�эндоцитоза с ви�
русом, снижая интегральную активность ACE2.
Этот эффект предположительно приводит к
дисбалансу между ангиотензином II и ангиотен�
зином (1–7) в легочной ткани, что увеличивает
тромбоз и степень повреждения легких [9, 10].

С нашей точки зрения, прямое механичес�
кое удаление молекул ACE2 путем прикрепле�
ния к ним вирионов вряд ли способно внести
существенный вклад в общую активность фер�
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мента в ткани легких. Для достижения такого
эффекта потребовалось бы одновременное
прикрепление вируса к значительной части кле�
ток, продуцирующих ACE2 (таких, например,
как альвеоциты II). Мы считаем, что при такой
высокой вирусной нагрузке прямое поврежде�
ние эпителиальных клеток не было бы совмес�
тимо с выживаемостью пациента. В то же время
наблюдаемая смертность даже в тяжелых случа�
ях COVID�19 является весьма умеренной [1, 8].
Насколько нам известно, о случаях COVID�19 с
выявленной экстремальной вирусной нагрузкой
также пока не сообщалось.

В то же время в вышеупомянутом исследова�
нии [11] снижение уровня ACE2 у мышей вызы�
валось не только экспериментальной инфекци�
ей SARS�CoV, но и рекомбинантным белком
шипа SARS�CoV. Мыши, предварительно обра�
ботанные этим белком (путем внутрибрюшин�
ной инъекции), не обнаруживали значительных
патологических изменений, однако при экспе�
риментальном впрыскивании в легкие кислоты
предварительная обработка животных рекомби�
нантным белком приводила к усилению пов�
реждения легких [11].

Таким образом, белок шипов, который син�
тезируется в значительном молярном избытке
по сравнению с вирусными частицами, может
опосредовать подавление представленности
функционального белка ACE2 на клеточной по�
верхности и вызвать таким образом дисба�
ланс РАС. Было показано, что S�белки мыши�
ных коронавирусов и вируса SARS�CoV достав�
ляются на поверхность клетки, предположи�
тельно, как побочный продукт процесса сборки
и высвобождения вируса. Эти молекулы могут
вызывать некоторые физиологические эффек�
ты, такие как микропиноцитоз и/или слияние
мембран соседних клеток [6], однако S�белок
всегда остается прикрепленным к инфициро�
ванной клеточной мембране. Следует отметить,
что значительное число копий белка S также
присутствуют и на поверхности вирусных час�
тиц, высвобождаемых инфицированными клет�
ками в среду.

Недавно с помощью прямой криоэлектрон�
ной и просвечивающей электронной микроско�
пии [12] было продемонстрировано, что боль�
шинство тримеров S�белка на поверхности
культивируемых in vitro частиц SARS�CoV�2
присутствует в конформации, характерной для
фазы после слияния мембран. Другими слова�
ми, диссоциация субъединиц S1 и изменение
конформации белка происходили до фактичес�
кого связывания белком рецептора. Несмотря
на то что в условиях исследования диссоциация
субъединиц S1 могла частично происходить

из�за физико�химических воздействий во время
градиентного центрифугирования, используе�
мого для очистки вируса, или при инактивации
вируса 0,05% β�пропиолактоном [12], этот ре�
зультат демонстрирует, что в процессированных
фурином вирионах SARS�CoV�2 диссоциация
субъединицы S1 может быть вызвана относи�
тельно мягкими воздействиями или даже проис�
ходить спонтанно. Также было показано отщеп�
ление субъединиц S1 от частиц жизнеспособных
лентивирусов, псевдотипированных белком
шипа SARS�CoV�2 [13], что подтверждает воз�
можность спонтанного «срабатывания» S�белка.

Мы предполагаем, что значительное количе�
ство свободных растворимых субъединиц S1 мо�
жет таким образом высвобождаться с поверх�
ности инфицированных клеток и вирионов (ри�
сунок).

Эти молекулы несут интактные домены
RBD, и их связывание с рецептором ACE2 мо�
жет вызывать снижение активности ACE2 и
последующие вредные для организма эффекты,
как и предполагалось ранее [9, 14].

Если наша гипотеза окажется верной, выс�
вобождение свободных S1�субъединиц из ин�
фицированных клеток и вирионов должно сни�
жать инфекционность вируса по отношению к
клеткам, соседствующим с уже инфицирован�
ными вирусом клетками, уменьшая количество
доступных для связывания с вирионами моле�
кул рецептора ACE2 на их поверхности. Таким
образом, можно прогнозировать две стадии раз�
вития инфекции SARS�CoV�2 в легких.

I. Вирус инфицирует определенные локусы
ткани, где выработка свободного белка S1 вызы�
вает подавление АСЕ2 в неинфицированных
клетках, находящихся в непосредственной бли�
зости от инфицированных клеток. Одновремен�
но экспрессия ACE2 на более удаленных клет�
ках, которые еще не столкнулись с частица�
ми S1, может быть увеличена за счет действия
интерферона [15], активно продуцируемого ин�
фицированными клетками. Локальный дисба�
ланс уровней ангиотензина II/ангиотензи�
на (1–7) также может вызывать компенсаторное
увеличение уровня ACE2 в клетках, не затрону�
тых вирусом (хотя такая компенсаторная схема
еще не описана, логично предположить, что она
может существовать). Следовательно, распрост�
ранение вируса на большие расстояния (напри�
мер, в другие альвеолы) будет облегчено. В то же
время степень повреждения тканей, вызванная
вирусной инфекцией, будет ограничена.

II. Когда инфицировано большее количест�
во лёгочной ткани, в единицу времени выраба�
тывается большее количество свободных
S1�субъединиц, и за счёт их влияния возникает
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дисбаланс РАС на уровне органа или организма.
Это вызывает вредные эффекты, такие как уси�
ление воспаления, тромбоза и повреждения лег�
ких, как предполагалось ранее [9, 14]. Одновре�
менно продукция вируса тканями должна сни�
жаться из�за подавления экспрессии белка
ACE2 в инфицированных областях легких.

Эта модель хорошо соответствует известным
клиническим признакам COVID�19 [16, 17]: со�
общалось о патологическом процессе, который
обычно затрагивает большие участки легких с
частой двусторонней пневмонией (стадия I на�
шей модели). При этом пациенты нередко
чувствуют себя относительно хорошо, несмотря
на то что, по данным рентгенологического ис�
следования, вирусом поражена значительная
часть легких; за этим может последовать резкое
ухудшение состояния пациента через несколько
часов или дней (поздняя стадия I и стадия II).

Предлагаемая нами модель позволяет пред�
сказать, что ранее предложенные клинические
вмешательства, направленные на поддержание
баланса РАС [18], будут иметь синергический эф�
фект с ингибиторами протеаз, особенно с инги�
биторами фурина. Хотя данные исследований
in vitro показывают, что отсутствие предваритель�
ного процессинга фурином белка S SARS�CoV�2
может быть компенсировано после присоедине�
ния вируса процессингом другими протеаза�
ми [3], наша модель предполагает, что ингибиро�
вание фурина не только уменьшит общую ин�
фекционность вируса, но и сократит количество
диссоциирующих от вирионов и инфицирован�
ных клеток частиц S1, в целом смягчая опосредо�
ванное дисбалансом РАС повреждение ткани.

Варианты SARS�CoV�2, содержащие мута�
цию D614G в белке S, которые были обнаруже�

ны недавно [13, 19–22], за короткое время стали
эпидемиологически доминировать во многих
регионах мира, где было отмечено их присут�
ствие. Было продемонстрировано, что мута�
ция D614G снижает стабильность тримера бел�
ка S, а также способствует переходу RBD в от�
крытую конформацию [23]. Эта мутация увели�
чивает общую инфекционность и приспособ�
ленность вируса [19–22, 24], повышая сродство
фурина к S�белку [25] и усиление репликации
вируса [26]. Однако нет никаких указаний на то,
что мутация D614G связана с более серьезными
симптомами заболевания COVID�19. Интерес�
но, что, несмотря на дестабилизацию тримера
S�белка, несущего замену D614G, было показа�
но, что высвобождение S1�частиц лентивируса�
ми, псевдотипированными мутантным белком
шипов SARS�CoV�2 [13], значительно снижено
по сравнению с белком D614 дикого типа. Наша
гипотеза предполагает, что уменьшение выделе�
ния растворимых субъединиц S1 может быть од�
ним из факторов, ограничивающих заболевае�
мость и смертность при инфекциях SARS�CoV�2
D614G, несмотря на возросшую инфекцион�
ность вируса и более высокие уровни вирусной
нагрузки, наблюдаемые при инфекциях SARS�
CoV�2 мутантного генотипа [20].

Эксперименты, которые могут позволить
проверить нашу гипотезу о S1�опосредованном
патогенетическом процессе при COVID�19, от�
носительно просты. Они могут быть основаны
на количественных измерениях концентрации
частиц S1 в культурах клеток, инфицированных
SARS�CoV�2, получении препаратов частиц S1
путем ультрафильтрации супернатантов клеточ�
ных культур, экспериментальном тестировании
способности таких частиц связываться с рецеп�
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Гипотеза об участии свободных субъединиц S1 белка шипов SARS�CoV�2 в патогенезе COVID�19. Спонтанное «срабаты�
вание» тримеров S�белка, присутствующих на поверхности вирионов и инфицированных клеток, высвобождает свобод�
ные S1�субъединицы, содержащие RBD. Связывание этих частиц с рецепторами ACE2 на поверхности незараженных
клеток может вызвать снижение представленности ACE2 и привести к дисбалансу ренин�ангиотензиновой системы.
(С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/.)
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тором ACE2, а также на оценке влияния этих
частиц на экспрессию ACE2 и параметры РАС
как в культурах клеток, так и в моделях на жи�
вотных.

Также следует отметить, что свободные мо�
лекулы S1 могут представлять собой потенци�
альную мишень для терапии или профилактики
COVID�19. После отделения субъединицы S1
от S2 потенциальные эпитопы, свободные от
гликанов, экранирующих в норме внешнюю по�
верхность полного S�белка [27], становятся экс�
понированными. Таким образом, иммунизация
рекомбинантными белками, способными выз�
вать появление антител к этим консервативным
эпитопам, становящимся доступными для свя�
зывания антител, может привести к секвестри�

рованию свободных молекул S1 в иммунные
комплексы и их последующему устранению, что
снизит вероятность тяжелого течения вирусной
пневмонии, вызванной COVID�19.
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FREE SARS�CoV�2 SPIKE PROTEIN S1 PARTICLES
MAY ACT AS A FACTOR OF COVID�19 PATHOGENESIS

Hypothesis

A. V. Letarov1,2*, V. V. Babenko3, and E. E. Kulikov1

1 Winogradsky Institute of Microbiology, RC Biotechnology RAS, 117312 Moscow, Russia; E/mail: letarov@gmail.com
2 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

3 Federal Research and Clinical Centre of Physical/Chemical Medicine,
Federal Medical Biological Agency, 119435 Moscow, Russia

The imbalance of the renin�angiotensin system is currently considered as a potentially important factor of the patho�
genesis of COVID�19 disease. It has been shown previously in the murine model, that the expression of angiotensin�
converting enzyme 2 (ACE2) on the cell surface is downregulated in response to the infection by SARS�CoV virus or
recombinant spike protein (S protein) alone. In the case of natural infection, circulation of the S protein in a soluble
form is unlikely. However, in SARS�CoV�2, a large fraction of S protein trimers is pre�processed during virion mor�
phogenesis due to the presence of furin protease cleavage site between the S1 and S2 subunits. Therefore, S protein
transition into the fusion conformation may be accompanied by the separation of the S1 subunits carrying the recep�
tor�binding domains from the membrane�bound S2 subunits. The fate of the S1 particles shed due to the spontaneous
“firing” of some S protein trimers exposed on the virions and on the surface of infected cells has been never investi�
gated. We hypothesize that the soluble S1 subunits of the SARS�CoV�2 S protein shed from the infected cells and from
the virions in vivo may bind to the ACE2 and downregulate cell surface expression of this protein. The decrease in the
ACE2 activity on the background of constant or increased ACE activity in the lungs may lead to the prevalence of
angiotensin II effects over those of angiotensin (1�7), thus promoting thrombosis, inflammation, and pulmonary
damage. This hypothesis also suggests the association between less pronounced shedding of the S1 particles reported
for the S protein carrying the D614G mutation (vs. the wild type D614 protein), and lack of increased severity of the
COVID�19 infection caused by the mutant (D614G) SARS�CoV�2 strain, despite its higher infectivity and higher
in vivo viral load.

Keywords: SARS�CoV�2, renin�angiotensin system, Spike protein S1 subunit shedding, COVID�19 pathogenesis,
D614G mutation
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