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В жировой ткани (AT) структура жирных кислот (FA) может подвергаться изменениям в результате
действия элонгаз и десатураз. Регуляция активности этих ферментов обеспечивается различными фактора#
ми, в том числе питательными веществами. Целью исследования была оценка влияния диеты с высоким со#
держанием сахарозы (HSD; 68% сахароза) на уровни мРНК элонгаз (Elovl2, Elovl5, Elovl6) и десатураз (Fads1,
Fads2, Scd) и определение активности соответствующих белков в AT крыс. Самцы крыс линии Wistar были
случайным образом разбиты на две группы. В первой группе (HSD) их кормили пищей с высоким содержа#
нием сахарозы, а в другой они получали стандартный пищевой рацион (ST). Уровни мРНК определяли с по#
мощью метода полуколичественной ПЦР с обратной транскриптазой. Состав FA анализировали с помощью
газовой хроматографии, и соотношения FA использовали для оценки активности ферментов. У крыс из
группы HSD уровни мРНК для Elovl5, Elovl6, Fads1 и Scd были выше, а уровень мРНК Fads2 ниже, чем в
группе ST. Повышенные уровни мРНК для Elovl5 и Elovl6 соответствовали относительно более высокой ак#
тивности этих ферментов, в то время как снижение уровня мРНК Fads2 ассоциировалось с пониженной ак#
тивностью этой десатуразы. Напротив, повышение уровня мРНК Scd сопровождалось снижением актив#
ности соответствующего фермента. В АТ крыс группы HSD было обнаружено меньше мононенасыщен#
ных FA, чем в группе ST. Выявлены различия в составе индивидуальных FA между группами. Это исследо#
вание поддерживает идею о том, что регуляция уровней мРНК и активности как элонгаз, так и десатураз иг#
рает важную роль в формировании липидного состава AT в ответ на изменения в пищевом рационе.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: элонгазы, десатуразы, жирные кислоты, диета с высоким содержанием сахарозы,
жировая ткань.

DOI: 10.31857/S0320972521050018

ВЛИЯНИЕ ДИЕТЫ С ВЫСОКИМ СОДЕРЖАНИЕМ САХАРОЗЫ
НА УРОВНИ мРНК ЭЛОНГАЗ И ДЕСАТУРАЗ И АКТИВНОСТЬ

ЭТИХ БЕЛКОВ В ЖИРОВОЙ ТКАНИ КРЫСЫ

© 2021 Я. Драг1*, М. Кнапик%Чайка1, А. Гаведзка1, И. Гдула%Аргасинска2, Е. Яцкевич1

ВВЕДЕНИЕ

Белая жировая ткань (WAT) хранит большое
количество жирных кислот (FA) в форме внут#
риклеточных отложений триацилглицери#

на (TG), которые составляют до 85% массы WAT.
Преобладающими компонентами TG, хранящи#
мися в WAT, являются FA, такие как C14 : 0,
C16 : 0, C16 : 1 n#7, C18 : 0, C18 : 1 n#9 и 18 : 2 n#
6, которые в сумме составляют до 90% от обще#
го количества FA, входящих в состав TG [1].

Жирные кислоты присутствуют в адипоци#
тах в основном после приёма пищи и последую#
щего гидролиза TG сывороточных липопротеи#
нов (хиломикроны, липопротеины очень низ#
кой плотности), катализируемого липопротеин#
липазой (LPL). Также они образуются в резуль#
тате синтеза de novo из ацетил#КоА (липогенез
de novo или DNL). Основным субстратом липо#
генеза de novo является глюкоза, которая посту#
пает через инсулинзависимый глюкозный
транспортёр 4#го типа (GLUT 4) [2].

В жировой ткани (АТ) структура FA может
подвергаться изменениям под воздействием эн#
догенных ферментов, таких как элонгазы и де#

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AT – жировая ткань; BAT –
бурая жировая ткань (brown adipose tissue); ChREBP – бе#
лок, связывающий элементы, реагирующие на углеводы
(carbohydrate#responsive element#binding protein); ELOVL –
элонгаза; FA – жирная кислота; FADS1 и FADS2 – десату#
разы жирных кислот 1 и 2; HSD – диета с высоким содер#
жанием сахарозы; LXR – печёночный рецептор Х (liver X
receptor); MUFA – мононенасыщенная жирная кислота;
PUFA – полиненасыщенная жирная кислота; SAT – насы#
щенная жирная кислота; SCD – стеароил#КоА#десатураза;
SREBP#1c – белок, связывающий регуляторный элемент
стерола 1c (sterol regulatory element#binding protein 1c); ST –
стандартный пищевой рацион; TG – триацилглицерин;
UNSAT – ненасыщенная жирная кислота; WAT – белая
жировая ткань; eWAT – белая жировая ткань придатка
яичка.

* Адресат для корреспонденции.
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сатуразы, с образованием нескольких видов ли#
пидов. Элонгация и десатурация FA являются
двумя ключевыми метаболическими путями био#
синтеза насыщенных (SAT), мононенасыщен#
ных (MUFA) и полиненасыщенных жирных
кислот (PUFA) [2–4].

В клетках млекопитающих удлинение це#
пи FA на два атома углерода (элонгация) проис#
ходит в основном в эндоплазматическом рети#
кулуме. Для этого процесса необходим мало#
нил#КоА в качестве донора двух атомов углеро#
да и NADPH в качестве восстанавливающего
агента. Начальная реакция конденсации, конт#
ролирующая скорость, катализируется элонга#
зами, называемыми ELOVL (для удлинения
очень длинных FA). Связанные с мембраной
элонгазы взаимодействуют с 3#кетоацил#КоА#
редуктазой, дегидратазой и транс#2,3#еноил#
КоА#редуктазой для удлинения FA [5].

В семейство элонгаз входит семь чле#
нов (ELOVL1–ELOVL7). Гены Elovl1, Elovl5 и
Elovl6 экспрессируется в различных тканях, в то
время как Elovl2, Elovl3, Elovl4 и Elovl7 показы#
вают чёткую тканеспецифичную картину
экспрессии. ELOVL1 катализирует образование
насыщенных жирных кислот (SAT), содержа#
щих до 26 атомов углерода, и этот фермент пре#
имущественно экспрессируется в мозге.
ELOVL2 удлиняет молекулы PUFA, таких как
C20 : 4 n#6, C20 : 5 n#3, C22 : 5 n#3 и демонстри#
рует ограниченный паттерн экспрессии генов с
наивысшими уровнями мРНК в семенниках и
печени и в меньшей степени в WAT, головном
мозге и почках. ELOVL3 катализирует образова#
ние SATи MUFA длиной до 24 атомов углерода и
в основном экспрессируется в бурой жировой
ткани (BAT). ELOVL4 участвует в биосинтезе
насыщенных жирных кислот с очень длинной
цепью (VLCFA), C28 и C30, а также в синтезе
очень длинных полиненасыщенных жирных
кислот (VLCPUFA) C28–С38. Этот фермент
специфически экспрессируется в сетчатке и в
меньшей степени в мозге, семенниках, тимусе и
коже. ELOVL5 участвует в элонгации C18–
С20 PUFA, и наивысшие уровни соответствую#
щей мРНК были выявлены в печени, семенни#
ках, надпочечниках и WAT. ELOVL6, который
удлиняет C12–С16 SAT, экспрессируется в WAT,
BAT, печени и мозге. ELOVL7 представляет со#
бой элонгазу VLCFA, которая была идентифи#
цирована совсем недавно. Этот фермент участ#
вует в удлинении SAT, содержащих до 24 атомов
углерода, и экспрессируется на высоком уровне
в почках, поджелудочной железе, надпочечни#
ках и простате [6–8].

Введение двойных связей в цепь FA (десату#
рация) происходит в эндоплазматическом рети#

кулуме. Этот процесс требует наличия молеку#
лярного кислорода, NADPH, флавопротеи#
на (цитохром#b5 редуктаза) и акцептора элект#
ронов (цитохром#b5). Десатурация жирных кис#
лот катализируется мембраносвязанными ацил#
КоА#десатуразами, в состав которых в основном
входят десатураза жирных кислот 1 (FADS1), де#
сатураза жирных кислот 2 (FADS2) и стеароил#
КоА#десатураза (SCD). FADS1 и FADS2 прини#
мают участие в биосинтезе длинноцепочечных
полиненасыщенных FA. Их основными суб#
стратами являются полиненасыщенные жирные
кислоты C16–С24 PUFA, преимущественно
18 : 2 n#6 и 18 : 3 n#3 [9]. Начальный этап Δ6#де#
сатурации рассматривается как реакция, огра#
ничивающая скорость биосинтеза PUFA, кото#
рая включает чередующееся действие десату#
раз (FADS1 и FADS2) и элонгаз (ELOVL2 и
ELOVL5). SCD является ключевым ферментом
биосинтеза MUFA, в основном олеата (18 : 1 n#9)
и пальмитолеата (16 : 1 n#7) [10, 11].

Было установлено, что экспрессия генов
элонгаз и десатураз регулируется преимущест#
венно на уровне транскрипции различными
факторами, включая питательные вещества и
гормоны. Экспрессия генов элонгаз и десатураз
регулируется непосредственно связыванием
факторов транскрипции, таких как белок, свя#
зывающий элементы, реагирующие на углево#
ды (ChREBP) [12–14], печёночный рецеп#
тор Х (LXR) [15, 16], белок, связывающийся с
элементом регуляции стеролов (SREBP) и ре#
цептор, активируемый пролифератором перок#
сисом (PPAR) со специфическими чувствитель#
ными элементами промоторов генов [4, 5 17].
Строгий контроль экспрессии генов элонгаз и
десатураз достигается за счёт комбинированно#
го действия различных факторов транскрипции.

Большинство исследований по изучению
влияния различных пищевых рационов на ак#
тивность элонгаз и десатураз проводилось на
культурах клеток печени или гепатоцитов.
На настоящий момент было показано, что в
первичных гепатоцитах глюкоза способствует
повышению уровня мРНК для Elovl6 и Scd, а ин#
сулин повышает уровни мРНК для Elovl6, Fads1,
Fads2 и Scd [4]. Экспрессию гена Scd1 в печени
мышей индуцировали кормлением голодных
мышей обезжиренной высокоуглеводной пи#
щей [18]. Также было показано, что экспрессия
и активность печёночных элонгаз (ELOVL1,
ELOVL2, ELOVL5, ELOVL6) и десатураз
(FADS1, FADS2, SCD) изменялась у взрослых
крыс#самцов после потребления ими пищи с
высоким содержанием углеводов с добавкой
оливкового масла (10%, w/w) и рыбьего жи#
ра (10%, w/w) [14]. Однако данные о влиянии
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ВЛИЯНИЕ HSD НА ЭЛОНГАЗЫ И ДЕСАТУРАЗЫ

обогащённой сахарозой диеты (HSD) на элонга#
зы и десатуразы в AT ограничены.

Целью настоящего исследования было оце#
нить влияния HSD (68% сахарозы) на относи#
тельные уровни мРНК Elovl2, Elovl5, Elovl6,
Fads1, Fads2 и Scd в белой жировой ткани при#
датка яичка крысы (eWAT). Нами были отобра#
ны гены Elovl2, Elovl5 и Elovl6, так как ранее
экспрессия этих генов была продемонстрирова#
на в WAT и является предметом регуляции пита#
ния. Кроме того, были определены относитель#
ные активности (выраженные в виде индексов –
соотношения отдельных FA) ELOVL5, ELOVL6,
FADS2 и SCD. Также был определен состав FA
жировой ткани.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Крысы#самцы (6 недель) линии
Wistar весом 151 ± 3 г были приобретены в пи#
томнике фармацевтического факультета Ягел#
лонского университета. Животных содержали в
отдельных клетках в стандартных условиях ис#
кусственного светового режима: 12 ч свет/тем#
нота при постоянной комнатной температуре
(21–23 °C). Крысам был предоставлен неогра#
ниченный доступ к пище и воде. Животные
(12 крыс) были случайным образом разбиты на
две группы: (1) экспериментальная груп#
па (n = 6), получавшая HSD (68% сахароза, MP
Biomedicals, 960236, США) и (2) контроль#
ная (ST) группа (n = 6), питавшаяся стандартной
пищей (55% углеводов, Murigran, Concentrate
and Mix Feed Factory AGROPOL, Мотыч, Поль#
ша). Животных кормили до достижения ими ве#
са в 250 г (21 день в группе HSD и 25 дней в груп#
пе ST). Не было выявлено изменений в их внеш#
нем виде или поведении. Затем крыс умерщвля#
ли и вырезали белую жировую ткань придатков
яичка (eWAT). Ткань замораживали с помощью

алюминиевых щипцов, предварительно охлаж#
денных в жидком азоте. До проведения анали#
зов все образцы хранили при –80 °C.

Определение уровня мРНК для элонгаз и деса%
тураз. Относительные уровни мРНК для Elovl2,
Elovl5, Elovl6, Fads1, Fads2 и Scd в eWAT оцени#
вали с помощью полуколичественной полиме#
разной цепной реакции с использованием об#
ратной транскриптазы. Препарат общей РНК из
жировой ткани получали с помощью реаген#
та TRI («Sigma#Aldrich», Германия), а затем син#
тезировали кДНК с использованием 1 мкг об#
щей РНК, обратной транскриптазы и олигоdT#
праймеров, входящих в RevertAid™ H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit («Fermentas»,
Литва). кДНК амплифицировали с помощью
ДНК#полимеразы OptiTaq («Eurx», Польша)
согласно инструкциям производителя. Для про#
ведения ПЦР в реакционную смесь добавляли
1,2 мкл кДНК и 1,6 мкл специфических для
каждого гена праймеров (табл. 1), которые были
предсказаны с помощью программы Primer3
(v. 0.4.0; NCBI, США). В работе использовали
Mastercycler gradient EP 5331 («Eppendorf», Гер#
мания). Продукты ПЦР подвергали электрофо#
резу в 1,5%#ном агарозном геле, окрашивали
этидиумбромидом и проводили денситометрию
с помощью программы Quantity One 4.2.1. («Bio#
Rad», США). Полученные данные нормализова#
ли относительно β#актина как внутреннего
контроля (в таком же образце). После выделе#
ния общей РНК были проведены две независи#
мых ПЦР с обратной транскриптазой. Количе#
ство циклов ПЦР для всех протестированных
ферментов было равно 35.

Экстракция липидов и определение содержа%
ния жирных кислот (FA) в жировой ткани. Общий
экстракт липидов из eWAT получали по методу
Folch [19]. Синтез метиловых эфиров жирных
кислот (FAME) проводили с использованием
14%#ного BF3 в метаноле согласно методу
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Название
гена

(символ)

Elovl2

Elovl5

Elovl6

Fads1

Fads2

Scd

β�actin

Таблица 1. Праймеры, использованные для проведения ПЦР

Длина
продукта

(п.н)

249

247

247

185

248

668

228

Концентрация;
прямой/обратный

праймер (мкМ)

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

2/2

4/4

Последовательность
обратного праймера

GGGGGATTTACTTGGGAAAA

ACGTGCAGGACTGTGATCTG

CCATTTTCAAGCCAACCAGT

GTCTGGACTCGTGGAAGAGC

TGTGACCCACACAAACCAGT

GTCTGCAGGAAAACCTCTGC

CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA

Последовательность
прямого праймера

TCAACAATGGCAGCTCAAAG

GAGGCATCCTGGTGGTGTAT

GCTACAACGGAGCAGAGGAC

GAAGGAACAGCAGTCCAAGC

ATCTGCCCTACAACCACCAG

CTGTTAGCCCAGCCTCACTC

AGCCATGTACGTAGCCATCC
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Metcalfe и Schmitz [20]. Полученные FAME ана#
лизировали с помощью метода газовой хрома#
тографии Agilent 6890N («Agilent», США) с ис#
пользованием пламенно#ионизационного де#
тектора (FID – flame ionization detector) и ко#
лонки DB#23 (60 м × 0,25 мм), как было описано
ранее [21, 22], и идентифицировали с использо#
ванием Supelco® 37 Component FAME
Mixstandards («Sigma#Aldrich»). Полученные
данные были проанализированы с использова#
нием программного обеспечения ChemStation
(«Agilent Technologies», Германия). Для каждого
образца содержание отдельных жирных кислот
выражали в виде процента от общего количест#
ва жирных кислот. Жирные кислоты были раз#
биты на группы, обозначаемые как SAT, UNSAT
(ненасыщенные жирные кислоты), MUFA и
PUFA (табл. 2).

Индексы элонгации, десатурации и липогенеза
de novo. Для оценки относительной активности
отдельных элонгаз и десатураз были использо#
ваны индексы, выраженные в виде соотноше#
ния концентраций конкретных жирных кис#
лот [23, 24]. Индексы для SCD (C16) и
SCD (C18) описывают активность SCD в про#
цессе десатурации жирных кислот C16 и C18 со#
ответственно. Оценка индекса FADS1, как соот#
ношения 20 : 4 n#6 и 20 : 3 n#6, оказалась невоз#
можной из#за отсутствия в хроматограммах пи#
ка, соответствующего 20 : 4 n#6.

Статистическая обработка данных. Статисти#
ческая обработка данных была проведена с по#
мощью программ STATISTICA 13 и GraphPad
Prism v. 5.02. Для оценки нормализации исполь#
зовали критерий Шапиро–Вилк. Односторон#
ний дисперсионный анализ ANOVA и крите#
рий Тьюки использовались для оценки уровня
мРНК для всех элонгаз и десатураз, индек#
сов (такие как SAT, UNSAT, PUFA и MUFA),
состава жирных кислот 16 : 0, 16 : 1, 18 : 0, 18 : 2
n#6, 18 : 3 n#6, 18 : 3n#3 и индексов для ELOVL5
и ELOVL6 и FADS2 (данные представлены в ви#
де среднего значения ± SD). U#критерий Ман#
на–Уитни был использован для анализа состава
жирных кислот 12 : 0, 14 : 0, 14 : 1, 15 : 0, 17 : 0,
17 : 1, 18 : 1 n#9, 21 : 0, 20 : 3 n#6 и индексов для

SCD (C16) и SCD (C18) (данные представлены в
виде среднего значения и разброса). Приемле#
мый уровень достоверности был установлен как
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка уровня мРНК для элонгаз и десатураз.
В группе HSD уровень мРНК Elovl2 был пони#
жен на 21% по сравнению с группой ST. Уровни
мРНК Elovl5 и Elovl6 были на 43% и 16% выше
по сравнению с контролем. Выявленные разли#
чия в случае Elovl5 и Elovl6 были статистически
достоверны (рис. 1).

Уровень мРНК Fads2 в группе HSD снизился
на 23% по сравнению с группой ST. Напротив,
уровни мРНК для Fads1 и Scd были на 22% и
69% выше соответственно, чем в контрольной
группе. Выявленные различия в уровне мРНК
для Fads1, Fads2 и Scd были статистически дос#
товерны (рис. 1).

FA%состав белой жировой ткани придатков
яичка. В жировой ткани крыс группы HSD со#
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Группа

SAT

UNSAT

MUFA

PUFA

Таблица 2. Проанализированные жирные кислоты

FA

12 : 0, 14 : 0, 15 : 0, 16 : 0, 17 : 0, 18 : 0, 21 : 0

14 : 1, 16 : 1 n#7, 17 : 1, 18 : 1 n#9, 18 : 2 n#6, 18 : 3 n#6, 18 : 3 n#3, 20 : 3 n#6, 20 : 4 n#6, 20 : 5 n#3, 22 : 6 n#3

14 : 1, 16 : 1 n#7, 17 : 1, 18 : 1 n#9

18 : 2 n#6, 18 : 3 n#6, 18 : 3 n#3, 20 : 3 n#6, 20 : 4 n#6, 20 : 5 n#3, 22 : 6 n#3

Рис. 1. Относительные уровни мРНК для генов Elovl2,
Elovl5, Elovl6, Fads1, Fads2 и Scd в eWAT у крыс из груп#
пы HSD (n = 6) и контрольной (ST) группы (n = 6);
* p < 0,01, ** p < 0,001
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держание SAT увеличилось на 3%, а содержание
ненасыщенных жирных кислот (UNSATs)
уменьшилось на 2% по сравнению с группой ST.
Средний уровень PUFA был на 7% выше в груп#
пе HSD, чем в контрольной группе. Средний
уровень MUFA был на 10% ниже, чем в груп#
пе ST, и выявленные различия были статисти#
чески достоверны (рис. 2).

Процентное содержание отдельных жирных
кислот у крыс групп HSD и ST различается. Со#
держание 16 : 0, 18 : 0 и 18 : 2 n#6 выше в группе

HSD по сравнению с группой ST. Процентное
содержание других FA в группе HSD было ниже,
чем у контрольных крыс. Выявленные различия
были статистически достоверными для всех FA,
за исключением 21 : 0 (табл. 3).

В отличие от крыс группы ST, в жировой тка#
ни крыс группы HSD арахидоновая (20 : 4 n#6),
эйкозапентаеновая (20 : 5 n#3) и докозагексае#
новая (22 : 6 n#3) кислоты обнаружены не бы#
ли (табл. 3). Типичные хроматограммы пред#
ставлены на рис. 3.

Активность элонгаз и десатураз. Мы также об#
наружили различия в активности (выраженные
в виде индексов) элонгаз и десатураз в белой
eWAT крыс. В группе HSD индексы FADS2,
SCD (C16) и SCD (C18) были понижены на 93,
51 и 16% соответственно по сравнению с груп#
пой ST. Индексы ELOVL5 и ELOVL6 были на 828
и 12% выше по сравнению с контролем. Все
наблюдаемые различия были статистически
достоверными (табл. 4). В группе HSD актив#
ность FADS1 не определялась из#за отсутствия
FA, необходимой для определения индекса.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты этого исследования показывают,
что HSD снижает общее содержание MUFA
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Рис. 2. Средние значения индексов SAT, PUFA
и MUFA в eWAT крыс группы HSD (n = 6) и контроль#
ной группы (ST) (n = 6); * p < 0,01

Рис. 3. Типичные хроматограммы для групп ST и HSD
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(сумма мононасыщенных жирных кислот 14 : 1,
16 : 1 n#7, 17 : 1 и 18 : 1 n#9) в eWAT крысы.
Уменьшение содержания MUFA можно объяс#
нить более низкой активностью SCD у крыс, по#
лучавших рацион, обогащённый сахарозой.
Путь биосинтеза MUFA включает стадии, кото#
рые катализируются ELOVL6 и SCD. ELOVL6 в
основном ответственен за элонгацию 16 : 0
(пальмитиновая кислота) до 18 : 0 (стеариновая
кислота), в то время как SCD, фермент, ограни#
чивающий скорость в синтезе MUFA, катализи#
рует десатурацию насыщенных FA C16–C18.

В нашем исследовании относительные уровни
мРНК для Elovl6 и Scd в группе HSD были выше,
чем в контрольной группе. Известно, что угле#
воды пищи индуцируют секрецию инсулина β#
клетками поджелудочной железы и повышают
поглощение глюкозы адипоцитами [25, 26]. Бы#
ло показано, что в адипоцитах глюкоза и инсу#
лин стимулируют факторы транскрипции
LXRα, ChREBP и SREBP#1c (белки, связываю#
щие регуляторный элемент стерола 1c). Глюкоза
активирует преимущественно ChREBP, в то вре#
мя как инсулин активирует LXRα либо прямо,
либо через SREBP#1c [27–31]. Эти факторы
транскрипции, в особенности ChREBP, регули#
руют экспрессию элонгаз и десатураз, включая
гены Elovl6 и Scd [4]. Мы не измеряли уровни
мРНК и белка для LXRα, ChREBP и SREBP#1c,
но предполагаем, что HSD стимулирует экс#
прессию генов Elovl6 и Scd, активируя эти тран#
скрипционные факторы.

В настоящем исследовании было показано,
что повышенный уровень мРНК Elovl6 соответ#
ствует более высокой активности ELOVL6. На#
против, повышение содержания мРНК Scd со#
провождалось снижением активности соответ#
ствующего фермента. Нельзя исключить, что
активность SCD регулируется на пост#тран#
скрипционном уровне. Tan et al. [32] показали,
что miR#199a#3p подавляет активность SCD и
изменяет состав FA в адипоцитах 3T3#L1, целе#
направленно воздействуя на 3′#UTR гена Scd.
Было показано, что глюкоза регулирует экс#
прессию микроРНК из семейства 199a в β#клет#
ках поджелудочной железы [33]. В исследовании
Li et al. [34] было показано, что в плазме боль#
ных диабетом экспрессия miR#199a#3p повыше#
на по сравнению со здоровыми волонтёрами.
Мы предполагаем, что HSD может быть ответ#
ственным за ингибирование трансляции мРНК
Scd и снижение активности SCD за счёт повы#
шения уровня miR#199a#3p.

Нами было показано, что в eWAT крыс из
группы HSD уровни 16 : 0 и 18 : 0 были значи#
тельно выше, а уровни 16 : 1 n#7 и 18 : 1 n#9 бы#
ли понижены по сравнению с контролем. Эти
результаты соответствуют результатам, полу#
ченным на моделях нокаутированных живот#
ных. Так, мыши со специфическим удалением
из жировой ткани SCD1 (AKO), мыши с одно#
временным удалением SCD1 из печени и
АТ (LAKO) и Scd1#дефицитные мыши характе#
ризуются выраженным снижением содержания
16 : 1 n#7 и 18 : 1 n#9 и повышением уровня 16 : 0
и 18 : 0 в составе жирных кислот TG жировой
ткани [35, 36]. Кроме того, недавно было пока#
зано, что пальмитолеиновая кислота контроли#
рует важные метаболические процессы в АТ, та#
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Таблица 3. Содержание FA в процентах и изменения их со#
держания в группе HSD в сравнении с группой ST

FA

12 : 0

14 : 0

14 : 1

15 : 0

16 : 0

16 : 1 n#7

17 : 0

17 : 1

18 : 0

18 : 1 n#9

18 : 2 n#6

18 : 3 n#6

18 : 3 n#3

21 : 0

20 : 3 n#6

20 : 4 n#6

20 : 5 n#3

22 : 6 n#3

% FA в
группе ST

1,1

2,9

0,2

0,5

26,6

5,9

0,3

0,4

3,3

27,4

21,7

5,5

0,6

0,2

0,5

0,7

0,9

1,5

% FA
в группе HSD

0,3

1,8

0,1

0,2

29,4

4,1

0,2

0,2

4,0

26,3

32,2

0,6

0,2

0,2

0,4

0,0

0,0

0,0

% FA в группе HSD
относительно группы

ST

↓ 74*

↓ 40**

↓ 58**

↓ 51**

↑ 11**

↓ 31*

↓ 43**

↓ 59**

↑ 21***

↓ 4*

↑ 51***

↓ 88***

↓ 68***

↓ 26

↓ 28*

−
−
−

Примечание. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Фермент

FADS2

SCD (C16)

SCD (C18)

ELOVL5

ELOVL6

Таблица 4. Средние значения индексов элонгаз и десатураз

HSD

0,01 ± 0,007**

0,11 (0,11#0,14)*

6,76 (6,04#7,03)*

0,91 ± 0,41**

0,14 ± 0,006*

ST

0,25 ± 0,01

0,23 (0,14#0,27)

8,07 (7,96#9,32)

0,09 ± 0,008

0,12 ± 0,009

Индекс

18 : 3 n#6/18 : 2 n#6

16 : 1 n#7/16 : 0

18 : 1 n#9/18 : 0

20 : 3 n#6/18 : 3 n#6

18 : 0/16 : 0

Примечание. Данные представлены в виде среднего значе#
ния ± стандартное отклонение или в виде медианы (диапа#
зон). * p < 0,01, ** p < 0,001.
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кие как повышенный липолиз и поглощение
глюкозы, и увеличивает расход энергии за счёт
стимуляции цикла TG/FA [37, 38]. Мы предпо#
лагаем, что низкое содержание MUFA, особен#
но пальмитолеиновой кислоты, оказывает от#
рицательное влияние на метаболизм АТ, вклю#
чая повышенное накопления TG у крыс из
группы HSD.

Мыши с мутациями гена Scd1 и Scd1#дефи#
цитные мыши демонстрируют замечательный
гиперметаболический фенотип, который защи#
щает их от ожирения, инсулиновой резистент#
ности и стеатоза печени. Ntambi et al. [39] пока#
зали, что мыши с целевым разрушением изо#
формы SCD1 в меньшей степени страдали от
ожирения, они обладали повышенной чувстви#
тельностью к инсулину и были устойчивы к уве#
личению веса, вызванному диетой. Снижение
ожирения, вызванного высокоуглеводной дие#
той, у мышей с печёночно#специфической деле#
цией Scd1 (LKO) и у Scd1#дефицитных мышей
было связано с ингибированием экспрессии ге#
нов, участвующих в биосинтезе FA. В то же вре#
мя было обнаружено, что делеция или ингиби#
рование Scd1 в WAT и BAT оказывают мини#
мальное воздействие на энергетический метабо#
лизм всего организма [35]. Таким образом, мы
предполагаем, что снижение активности SCD
в eWAT оказывает лишь некоторый локальный
эффект, как было описано выше, но не оказыва#
ет значительного влияния на метаболизм липи#
дов в организме.

В этом исследовании не было обнаружено
различий между группами в содержании PUFA
в eWAT. Однако содержание отдельных FA зна#
чительно изменялось. Так, у крыс группы HSD
было обнаружено повышенной содержание 18 : 2
n#6 и пониженное содержание 18 : 3 n#3 и 18 : 3
n#6 по сравнению с группой ST.

Изменения содержания PUFA можно объяс#
нить снижением уровня мРНК и активнос#
ти FADS2, который является первым и ско#
рость#лимитирующим ферментом биосинте#
за PUFA [9]. Напротив, уровень мРНК и актив#
ность ELOVL5, второго фермента, принимаю#
щего участие в синтезе PUFA, были повышены в
группе HSD. Недавно было обнаружено, что
ELOVL5 катализирует не только элонгацию
C18 PUFA (18 : 3 n#6 и 18 : 4 n#3), но также и
элонгацию MUFA от 16 : 1 n#7 до 18 : 1 n#7 (вак#
ценовая кислота) [40]. В исследовании наблюда#
лось значительное снижение количества 18 : 3 n#
6 и отсутствие 18 : 4 n#3. Мы предположили, что
у крыс, получавших HSD, синтез вакценовой
кислоты (18 : 1 n#7), катализируемый ELOVL5,
доминирует над реакцией, приводящей к синте#
зу PUFA. Мы не измеряли содержание вакцено#

вой кислоты; однако мы полагаем, что более вы#
сокая активность ELOVL5 приводит к увеличе#
нию содержания этого соединения.

Более высокий уровень мРНК Elovl5 соответ#
ствовал повышенной активности ELOVL5. От#
носительный уровень мРНК Fads1 в груп#
пе HSD был выше по сравнению с контрольной
группой, однако в группе HSD не удалось опре#
делить активность FADS1 из#за отсутствия
конкретной FA, необходимой для расчёта ин#
декса, отражающего активность FADS1.

В печени экспрессия генов Elovl5, Fads1 и
Fads2 регулируется на уровне транскрипции, а
именно белками SREBP#1c и LXR [4]. Было по#
казано, что как глюкоза, так и инсулин индуци#
руют экспрессию LXRα, который является клю#
чевым фактором транскрипции, стимулирую#
щим экспрессию ферментов липогенеза. LXR
высоко экспрессируется в AT [41]. Hua et al. [29]
предположили, что LXRα может играть цент#
ральную роль в контроле транскрипции с по#
мощью глюкозы и инсулина в адипоцитах. Кро#
ме того, в промоторе гена, кодирующего
SREBP#1, имеется сайт связывания LXRα, и,
следовательно, SREBP#1c может являться ми#
шенью для LXRα. В целом вполне возможно,
что более высокие уровни мРНК Elovl5 и Fads1
в AT крыс группы HSD могут быть ассоциирова#
ны с индукцией LXRα и SREBP#1c глюкозой и
инсулином. Более низкий уровень мРНК Fads2
коррелировал с пониженной активностью бел#
ка FADS2 в группе крыс HSD, и эти изменения
нуждаются в дальнейших исследованиях.

Уровень мРНК Elovl2 в AT крыс группы HSD
не отличался от её уровня в контрольной группе.
Wang et al. [4] показали, что обработка гепатоци#
тов глюкозой или инсулином не оказывает вли#
яния на уровень экспрессии Elovl2. Кроме того,
на экспрессию Elovl2 в печени не влияют голо#
дание и повторное кормление, а также диети#
ческие добавки с рыбным или оливковым мас#
лом. Можно предположить, что уровень
мРНК Elovl2 в AT, как и в печени, не изменяется
в ответ на различные диеты.

Как описано в нашем предыдущем исследо#
вании, в группе HSD уровень TG в сыворотке
повышается по сравнению с контрольной груп#
пой [42], что могло быть результатом как стиму#
лирования синтеза TG в печени, так и снижения
деградации TG липазой липопротеинов [43–46].

Результаты этого исследования поддержива#
ют идею о том, что регуляция уровня мРНК и
активности элонгаз и десатураз играет важную
роль в контроле липидного состава AT в ответ на
изменения в пищевом рационе. Нами было по#
казано, что повышенное потребление углеводов
вызывает изменения состава FA в AT путём сни#
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жения содержания MUFA. Кроме того, было
показано, что HSD может регулировать гены
элонгаз (Elovl5 и Elovl6) и десатураз (Fads1, Fads2
и Scd) FA. Чтобы изучить молекулярную основу
регуляции экспрессии элонгаз и десатураз в AT в
ответ на изменения в питании, необходимы
дальнейшие исследования.
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IMPACT OF HIGH%SUCROSE DIET ON THE mRNA LEVELS
FOR ELONGASES AND DESATURASES AND ESTIMATED

PROTEIN ACTIVITY IN RAT ADIPOSE TISSUE

Jagoda Drag1*, Malgorzata Knapik%Czajka1, Anna Gawedzka1,
Joanna Gdula%Argasinska2, and Jerzy Jaskiewicz1
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30�688 Krakow, Poland; E�mail: jagoda.drag@uj.edu.pl
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Fatty acids (FAs) present in the adipose tissue (AT) can be modified by elongases and desaturases. These enzymes are
regulated by different factors including nutrients. The aim of the study was to evaluate the impact of high#sucrose diet
(HSD; 68% sucrose) on the levels of mRNAs for elongases (Elovl2, Elovl5, Elovl6) and desaturases (Fads1, Fads2,
Scd) and on the activity of the corresponding proteins in the rat AT. Male Wistar rats were randomized into two study
groups: fed with an HSD and with a standard diet (ST). The mRNA levels were determined by a semi#quantitative
reverse transcription#PCR. FA composition was analyzed by gas chromatography, and FA ratios were used to estimate
the activity of the enzymes. In the HSD rats, the levels of Elovl5, Elovl6, Fads1, and Scd mRNAs were higher, while
the level of Fads2 mRNA was lower than in the ST group. Higher levels of Elovl5 and Elovl6 mRNAs corresponded to
higher relative activities of these enzymes, while downregulation of the Fads2 mRNA was associated with the lower
activity of this desaturase. In contrast, an increase in the level of Scd mRNA was accompanied by a decrease in the
enzyme activity. Less monounsaturated FAs was detected in the AT of HSD rats than in the ST group. The composi#
tion of individual FAs differed between the groups. This study supports the notion that the regulation of mRNA lev#
els and activity of both elongases and desaturases play an important role in managing the AT lipid composition in
response to changes in the dietary status.

Keywords: elongases, desaturases, fatty acids, high#sucrose diet, adipose tissue
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Недавние исследования показали, что в растениях первичные транскрипты некоторых генов miRNA (pri�
miRNA) способны экспрессировать короткие белки (пептиды) размером от 12–15 до 30–40 а.о. Эти пепти�
ды, названные miPEP, могут участвовать в регуляции транскрипции собственных pri�miRNA и сохраняют
биологическую активность при экзогенном введении в растения через корневую систему. Используя биоин�
форматический сравнительный анализ последовательностей РНК�транскриптов и геномов растений, нами
ранее была обнаружена новая группа miPEP (miPEP�156a), которая кодируется первичными транскрипта�
ми pri�miR156a у нескольких десятков видов из семейства Brassicaceae. Экзогенные химически синтезиро�
ванные пептиды miPEP�156a способны эффективно проникать в проростки растений через корневую сис�
тему и распространяться по растению локально и системно в листьях молодых проростков. При этом наб�
людается морфологический эффект, заключающийся в ускоренном росте основного корня проростка. Па�
раллельно наблюдается позитивный эффект на уровне экспрессии pri�miR156a. Важно, что с эффектами на
морфологическом и молекулярном уровнях коррелирует способность пептида быстро проникать в ядра кле�
ток и связываться in vitro как с хроматином, так и с ДНК. В настоящей работе была экспериментально уста�
новлена вторичная структура пептида и показано изменение этой структуры в комплексе с ДНК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: микроРНК, первичные транскрипты микроРНК, трансляция РНК�транскриптов
микроРНК, короткие рамки трансляции, регуляция транскрипции, импорт белков в ядро, ДНК�связываю�
щие пептиды.
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ВВЕДЕНИЕ

МикроРНК (miRNA) – это короткие неко�
дирующие одноцепочечные эндогенные РНК,
которые регулируют экспрессию генов, исполь�
зуя специфическое расщепление и/или транс�
ляционную репрессию целевой мРНК при ком�
плементарном спаривании оснований [1–4].
Типичные miRNA выступают в качестве ключе�
вых регуляторов различных процессов развития

растений и животных [5, 6]. Биогенез miRNA
требует ряда хорошо скоординированных про�
цессов, где ген miRNA сначала транскрибиру�
ется РНК�полимеразой II с образованием пер�
вичной miRNA (pri�miRNA), которая обычно
имеет длину в несколько сотен или даже тысяч
нуклеотидов и содержит, как и мРНК, 5′�кон�
цевую «кэп»�структуру и 3′�концевую поли(А)�
последовательность [1–4, 7]. У растений pri�
miRNA процессируются с образованием
шпилькообразного несовершенного дуплек�
са (называемого предшественником miRNA
(pre�miRNA)) Dicer�подобным ферментом 1
(DCL1) с участием белка HYL1 [8]. При следую�
щем шаге процессинга с участием DCL1 у pre�
miRNA отщепляется шпилечная область, что
после 3′�концевого метилирования приводит к
формированию зрелых miRNA, которые играют
особую роль как жизненно важные регуляторы
процессов развития растений, поглощения пи�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : miRNA – микроРНК; pri�
miRNA – первичные транскрипты генов микроРНК; pre�
miRNA – предшественник miRNA; miPEP – пептид, коди�
руемый первичным транскриптом генов микроРНК;
ОРТ – открытая рамка трансляции; кПЦР – количествен�
ная полимеразная цепная реакция; КД – круговой дихро�
изм; TRAP – метод для трансляционной иммунологичес�
кой очистки связанных с рибосомами РНК (translating
ribosome affinity immunopurification).

* Адресат для корреспонденции.
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тательных веществ, а также ответа на стрес�
сы [1–8].

В цитоплазме зрелая miRNA взаимодейству�
ет с белковым комплексом RISC, содержащим
фермент Argonaute (AGO1), который связывает
одну из цепей двуспиральной miRNA, и компле�
ментарное спаривание последней с мРНК либо
обеспечивает прецизионное расщепление целе�
вой мРНК, либо ингибирует её трансляцию
[1–4, 9]. Очевидно, основная роль pre�miRNA
заключается в продукции регуляторных miRNA,
и поэтому долгое время считалось, что это неко�
дирующие РНК.

Таким образом, существовало общее мне�
ние, что последовательности к 5′� и 3′�концам
от шпилькообразной области pre�miRNA функ�
ционально маловажны и быстро деградируют
после отщепления области pre�miRNA [10].

Однако более поздние новые методы иссле�
дований транслатома растений явно указывают
на трансляционную активность первичных
транскриптов генов микроРНК (pri�miRNA).
Чтобы облегчить захват рибосом�ассоциирован�
ной мРНК или ее фрагментов, был разработан
метод для трансляционной иммунологической
очистки связанных с рибосомами РНК (метод
TRAP – translating ribosome affinity immunopu�
rification) [11]. При этом используется эпитоп�
меченый рибосомный белок L18 (RPL18),
встроенный в функциональные рибосомы в
трансгенном растении Arabidopsis thaliana. Глав�
ное преимущество этого метода заключается в
том, что уменьшается загрязнение препаратов
полисом мРНК�белковыми комплексами сход�
ной плотности, и эти препараты могут быть ис�
пользованы для получения фрагментов мРНК,
непосредственно связанных с рибосома�
ми [11, 12]. TRAP�анализ показал, что в составе
препаратов полисом могут быть выявлены фраг�

менты pri�miRNA, ассоциированные с рибосо�
мами и содержащие открытые рамки трансля�
ции (ОРТ) [12, 13].

Сейчас все большее число сообщений ука�
зывает на то, что действительно существуют
пептиды, транслируемые на коротких ОРТ в 5′�
проксимальных последовательностях pri�
miRNA. Такие пептиды, кодируемые pri�miRNA
у растений и животных, называются miPEP [10,
13–17]. В частности, ряд miPEP, синтез которых
направляют короткие ОРТ в 5′�проксимальных
последовательностях pri�miRNA, предсказан и
найден у арабидопсиса (A. thaliana) [18], сои
(Glycine max) [19] и арахиса (Arachis hypogaea)
[20]. Экзогенное введение в растения синтети�
ческих пептидов через корневую систему пока�
зало, что пептиды miPEP�165a из Arabidopsis и
miPEP�171b из Medicago truncatula способны ак�
тивировать транскрипцию собственных pri�
miRNA и ускорять развитие корней. Таким об�
разом, формируется петля положительной об�
ратной связи, что приводит к повышению уров�
ня биогенеза соответствующей miRNA и изме�
нениям в органогенезе [18, 21]. Обработка рас�
тений M. truncatula синтетическим пептидом
miPEP�171b также повышает эндогенную экс�
прессию miR171b, но приводит к снижению
плотности боковых корней. Этот эффект
miPEP�171b был специфичным, поскольку пеп�
тид не влиял на экспрессию других miRNA. Об�
работка проростков A. thaliana и рассады виног�
рада химически синтезированными препарата�
ми miPEP�171c и miPEP�171d также приводила
к специфическому ускорению развития кор�
ней [16]. Кроме того, недавно было показано
участие miPEP�172c в контроле процесса ноду�
ляции в корнях растений сои [19].

Ранее нами было предсказано существова�
ние коротких ОРТ в 5′�проксимальных после�
довательностях РНК�транскриптов pri�miR156a
у растений рода Brassica (B. napus, B. rapa и
B. oleracea) (рис. 1). Похожие короткие консер�
вативные пептиды длиной 32–33 остатка зако�
дированы также в геномах растений рода
Arabidopsis, включая А. thaliana [22]. Используя
множественные выравнивания кодирующих
последовательностей микропептидов miPEP�
156a, были идентифицированы консерватив�
ные а.о., характерные для кодируемых пептидов
у многих представителей из 11 родов семейства
Brassicaceae [22].

Вторичная структура и трехмерная модель
miPEP�156a были предсказаны in silico с исполь�
зованием метода I�TASSER (Iterative Threading
ASSEmbly Refinement). В настоящей работе, ис�
пользуя синтетический пептид miPEP�156a
Brassica rapa, были изучены биологические и ряд
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Рис. 1. Схема организации РНК�транскрипта pri�miR156a.
Открытая рамка трансляции (ORF1), кодирующая пептид
miPEP�156a, отмечена как зеленый прямоугольник. Шпи�
лечный район РНК, соответствующий pre�miR156a, отме�
чен жёлтым цветом. (С цветными вариантами рисунков
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сай�
те: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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биохимических свойств пептида. Более того,
была экспериментально установлена вторичная
структура пептида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Количественный ПЦР�анализ. Для выясне�
ния тех этапов развития растений, когда проис�
ходит наиболее высокая экспрессия пептида
miPEP�156a, были проведены эксперименты по
определению уровня экспрессии РНК�предше�
ственников для miRNA156a в проростках капус�
ты брокколи (Brassica oleracea var. italica) и ки�
тайской капусты (Brassica rapa subsp. pekinensis)
по сравнению с тканями взрослых растений. Се�
мена высевали на удобренную почву и выдержи�
вали при температуре 4 °C в течение 3�х дней пе�
ред переносом в камеру роста (0 день). Растения
выращивали при температуре 22 °C под люми�
несцентными лампами в условиях длительного
дня (16 ч свет/8 ч темнота). Растительные тка�
ни (3–4�дневные целые проростки) измельчали
в жидком азоте, и тотальную РНК экстрагирова�
ли с помощью TRIzol ™ реагента («Invitrogen»,
США) в соответствии с инструкциями произво�
дителя. После определения концентрации
2 мкг РНК обрабатывали ДНК�азой I («Thermo
Fisher Scientific», США). После подтверждения
качества РНК методом агарозного гель�электро�
фореза с бромистым этидием, согласно сопрово�
дительным инструкциям фирмы «Invitrogen» по
выделению РНК, проводили обратную тран�
скрипцию с d(T)18�праймера с использованием
набора Revert Aid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit («Thermo Fisher Scientific»). Полу�
ченную кДНК добавляли к смеси для проведе�
ния количественной полимеразной цепной ре�
акции (кПЦР), используя реактивы и инструк�
ции производителя («Евроген», Россия). В каче�
стве референсного гена использовали PEX4
(locus AT5G25760, PEROXIN4 = UBIQUITIN�
CONJUGATING ENZYME 21) [23].

Праймеры и гидролизуемый зонд для кПЦР
к консервативным участкам генов, кодирующих
miR156 и PEX4 (контроль), были подобраны та�
ким образом, чтобы была возможность ампли�
фикации мРНК как арабидопсиса, так и пекин�
ской капусты и брокколи. Был использован сле�
дующий набор праймеров: MIR156r d(5′�
CTTTCTTTATGGCTCTTGTCGCTT�3′), соот�
ветствующий консервативной последователь�
ности на 3′�конце ОРТ miPEP�156a в родах
Brassica и Arabidopsis, а также содержащий метку
FAM зонд MIR156t d(5′FAM�CAGACATCT
GTCCCTTTGCATGTAAGA�3′) и MIR156f d(5′�
AAATGTTCTGTTCAATTCAATGC�3′), который
соответствует последовательности 5′�конца этой
ОРТ. Количественную ПЦР проводили с ис�
пользованием готовой смеси qPCRmix�HS («Ев�
роген») на амплификаторе DT prime («ДНК�
Технологии», Россия). Реакционная смесь
(25 мкл) содержала 10 пмоль каждого праймера
и 5 пмоль зонда. Программа амплификации бы�
ла одинакова и для miR156 и для PEX4: 95°С –
5 мин; 95°С – 15 сек, 60°С – 15 сек*, 72°С –
15 сек, 45 циклов (* – детекция флуоресценции
в канале FAM). После обработки данных значе�
ния Cq использовали для расчёта нормализо�
ванной экспрессии в программе Q Gene [24].

Изучение влияния пептида miPEP�156a на
развитие корневой системы проростков растений.
Семена китайской капусты (B. rapa subsp.
pekinensis) стерилизовали в 50%�ном растворе
гипохлорита кальция с добавлением 0,5% (v/v)
Tween 20 в течение 10 мин при помешивании, а
затем шесть раз промывали стерильной дистил�
лированной водой. Семена проращивали и вы�
ращивали в стерильной MS�среде («Serva», Гер�
мания) с добавлением 30 г/л сахарозы. Для про�
ращивания семена помещали в колбы (500 мл)
со стерильной MS�средой и проращивали при
покачивании 80 об./мин под лампой в течение
24 ч. Далее проросшие семена переносили в сте�
рильные 6�луночные планшеты со стерильной
MS�средой с добавлением или без добавления
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Пептид

miPEP�156a

TAMRA�miPEP�156a

miPEP�156a (TAMRA)

Таблица 1. Модельные пептиды, использованные в работе

Структура

MFCSIQCLARHLFPLHVREIKKATKAIKKDKTL

TAMRA�MFCSIQCLARHLFPLHVREIKKATKAIKKDKTL

MFCSIQCLARHLFPLHVREIKKATKAIKKDKTL(TAMRA)

Примечание. TAMRA – остаток (5�carboxytetramethylrhodamine), TAMRA�miPEP�156a – 5�carboxytetramethylrhodamine
на N�конце, miPEP�156a (TAMRA) – 5�carboxytetramethylrhodamine связан по аминогруппам небольшой части лизинов и
аргининов (отмечены жёлтым). Остатки, предсказанные как ДНК�связывающие, отмечены голубым. Вероятный участок
сигнала ядерной локализации (NLS) подчёркнут.
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пептида miPEP�156a в концентрации 10 мкг/мл.
Для анализа корней 4–5�дневные проростки пе�
реносили на стеклянные пластины для наблю�
дения, измерения и фотографирования.

Получение флуоресцентно�меченных пепти�
дов. Синтетические пептиды (табл. 1) были лю�
безно предоставлены Игорем Ивановым
(ИБХ РАН). Нами был также получен флуорес�
центно�меченный пептид miPEP�156a (исход�
ный пептид предоставлен И. Ивановым).

Для мечения был использован флуорофор
TAMRA (5�carboxytetramethylrhodamine). В ре�
зультате был получен пептид TAMRA�miPEP�
156a. Мечение miPEP�156a проводили двумя
разными способами: по N�концу и по амино�
группам. Для мечения пептида по аминогруппам
2 мг пептида растворяли в 0,1 М гидрокарбона�
те натрия (pH 8,2) и добавляли 1,5�кратный мо�
лярный избыток N�гидроксисукцинимидного
эфира TAMRA («Lumiprobe», Россия) в ДМСО.
Реакцию проводили 2 ч при комнатной темпе�
ратуре. После реакции пептид осаждали три�
хлоруксусной кислотой, осадок промывали аце�
тоном и растворяли в воде. Для очистки от не�
прореагировавшего красителя проводили обра�
щенно�фазовую хроматографию на колонке
Vydac C18 peptide («Hichrom», Великобритания)
в градиенте ацетонитрила с добавлением
0,1%�ной трифторуксусной кислоты. Для полу�
чения отрицательного контроля смешивали
10 мM раствор глицина в 0,1 М гидрокарбонат�
ном буфере (pH 8,2) с 10 мМ раствором N�гид�
роксисукцинимидного эфира TAMRA. После
инкубации 2 ч при комнатной температуре про�
дукт реакции использовали без дополнитель�
ной очистки.

Мечение пептида по N�концу проводили в
соответствии с работой Witus и Francis [25].
К 2 мг пептида, растворенного в 200 мкл фос�
фатного буфера (pH 6,0), добавляли пиридок�
сальфосфат («Sigma», США) до концентра�
ции 10 мМ, и инкубировали ночь при комнат�
ной температуре. После инкубации смесь цент�
рифугировали 5 мин при 13 000 об./мин на цент�
рифуге Eppendorf 5810 R («Eppendorf», Герма�
ния), и супернатант переносили в новую про�
бирку. Пептид осаждали 15%�ной трихлоруксус�
ной кислотой, осадок промывали ацетоном и
растворяли в воде. К раствору пептида добавля�
ли гидразид TAMRA («Lumiprobe») до концент�
рации 5 мМ, и инкубировали ночь при комнат�
ной температуре. После реакции пептид осаж�
дали 15%�ной трихлоруксусной кислотой, оса�
док промывали ацетоном и растворяли в воде.
Для очистки от непрореагировавшего красителя
проводили обращенно�фазовую хроматогра�
фию на колонке Vydac C18 peptide («Hichrom») в

градиенте ацетонитрила (5–80%) с добавлением
0,1%�ной трифторуксусной кислоты.

Выделение ядерной фракции и получение хро�
матин�содержащего лизата из тканей Brassica rapa
subsp. pekinensis. Для выделения ядерной фрак�
ции 1 г листьев растирали в ступке с 3 мл буфе�
ра A: 50 мM Tris�HCl, pH 7,4; 15 мM MgCl2;
10 мM KCl; 0,1% меркаптоэтанола; 20% (w/v)
глицерина и 12,6 мкл Protease Inhibitor Cocktail
(«Sigma») и центрифугировали 10 мин при
1260 g («Eppendorf»). Осадок ресуспендировали
в 0,5 мл буфера А с добавлением 3% (w/v)
Triton X100. На дно пробирки наслаивали 0,8 мл
2,3 М сахарозы, сверху наносили ресуспендиро�
ванный осадок и центрифугировали 10 мин при
12 000 g («Eppendorf»). Затем супернатант удаля�
ли, а осадок промывали два раза буфером А и
центрифугировали 5 мин при 12 000 g.

Для получения хроматин�содержащего лиза�
та осадок ядер ресуспендировали в 1,5 мл буфе�
ра Б: 20 мM HEPES, pH 7,9; 1,5 мM MgCl2;
0,42 M NaCl; 0,2 мM EDTA; 25% (w/v) глицери�
на, содержащего 1,5 мкл 0,1 М DTT и
15 мкл Protease Inhibitor Cocktail, инкубировали
при слабом покачивании 30 мин, затем центри�
фугировали 5 мин при 20 000 g («Eppendorf»). Су�
пернатант переносили в чистую пробирку и диа�
лизовали против 0,1 М HEPES, pH 6,0. Отдель�
ную фракцию супернатанта инкубировали
10 мин при 74 °C для удаления из нуклеосом гис�
тонов H2A–H2B. После инкубации смесь снова
центрифугировали 5 мин при 20 000 g, после че�
го осадок растворяли в 0,1 М HEPES, pH 6,0. По�
терю хроматином гистонов H2A–H2B проверяли
с помощью электрофореза в ПААГ [27] при срав�
нении с фракцией, не обработанной при 74 °C.

In silico предсказания ассоциации пептида
miPEP�156a с ядром клетки и ДНК. Несмотря на
интенсивные исследования взаимодействий
между белками и ДНК в течение последних де�
сятилетий, механизмы связывания и распозна�
вания белок–ДНК остаются недостаточно изу�
ченными. Идентификация ядерных белков и
потенциальных ДНК�связывающих областей
таких белков является важным шагом к раскры�
тию функций транскрипционных факторов. На
сегодняшний день в этой области широко при�
меняются различные вычислительные методы,
помогающие идентифицировать ядерные белки
и предсказать возможные сайты связывания
белка. В данной работе мы использовали доста�
точно новые гибридные алгоритмы для предска�
зания ядерной локализации miPEP�156a (http://
mleg.cse.sc.edu/seqNLS/index.html) и идентифи�
кации потенциальных ДНК�связывающих ос�
татков в этом пептиде (https://dnabind.szialab.org/
и http://mleg.cse.sc.edu/DNABind/) [26].
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Анализ связывания пептида с ядерной ДНК и
хроматином. Для анализа связывания флуорес�
центно�меченных пептидов с тотальной ядер�
ной ДНК и хроматином из клеток китайской ка�
пусты использовали метод сдвига в агарозном
геле [27].

Неспецифический ДНК�фрагмент дли�
ной 280 п.н. представлял собой ПЦР�продукт
плазмиды pUC18 из области, содержащей поли�
линкер. Растворы пептида и ДНК смешивали в
буфере, содержащем 10 мМ HEPES рН 8,0;
50 мМ KCl; 0,1 мM ЭДТА и 5% (w/v) глицерин,
таким образом, чтобы получить молярное соот�
ношение ДНК/пептид от 1/25 до 1/200. Экспе�
рименты проводили также с добавлением хло�
рида магния до концентрации 10 мМ и с добав�
лением 10 мМ хлорида магния и 0,5% меркапто�
этанола. Образцы инкубировали 30 мин в холо�
дильнике (при температуре 6 °C), смешивали с
буфером для нанесения на гель и проводили
электрофорез в 1,2%�ном агарозном геле. При�
сутствие или отсутствие 10 мM MgCl2 и меркап�
тоэтанола (0,05% и 0,5%) не оказывало влияния
на образование комплекса пептид–нуклеиновая
кислота. Кроме того, чтобы определить стабиль�
ность комплексов пептид–ДНК и пептид–хро�
матин, фрагменты тотальной ДНК из хроматин�
содержащего лизата (~15 000–20 000 п.н.) или
хроматина были растворены вместе с флуорес�
центно�меченным пептидом (1 мкг пепти�
да/10 нг ДНК растений) в буфере, содержащем
10 мМ HEPES рН 8,0; 50 мМ KCl; 0,1 мM ЭДТА
и 5% (w/v) глицерин. Эти смеси инкубировали
10 мин при комнатной температуре и анализи�
ровали в 0,8%�ном агарозном геле.

Изучение вторичной структуры пептида
miPEP�156a и его комплексов с ДНК с помощью
метода кругового дихроизма (КД). Для исследова�
ния был использован пептид miPEP�156a (кон�
центрация 1 мг/мл или 0,259 нмоль/мл). Был
приготовлен раствор пептида в воде и в раство�
ре тотальной ДНК капусты (5 мкг/мл).

Растворы инкубировали при комнатной тем�
пературе 30 мин, а затем выполняли измерения
спектров КД на спектрополяриметре J�810
(«JASCO», Япония) в диапазоне 250–190 нм в
кварцевой кювете толщиной 0,05 или 0,1 см при
комнатной температуре. Записи спектров КД
проводились с шагом 0,2 нм (скорость сканиро�
вания 20 нм/мин) и шириной оптической ще�
ли 1 нм, затем выполняли усреднение по 4�м
спектрам. Для расчета вторичной структуры ис�
пользовали программу CONTINLL (пакет
CDPro) и набор референсных спектров SMP56.

Изучение локализации флуоресцентно�мечен�
ного пептида miPEP�156a в клетках животных.
Учитывая сродство miPEP�156a к нуклеиновым

кислотам, мы провели предварительные экспе�
рименты по изучению внутриклеточной лока�
лизации TAMRA�miPEP�156a в клетках мыши�
ной миеломной линии Sp2/0 («Creative Biolabs»,
Германия). Для этого клетки рассевали в среде
DMEM, дополненной 10% (v/v) фетальной
бычьей сыворотки («Gibco», США), в 24�луноч�
ные планшеты, на дно которых были заранее
положены круглые стерильные стекла. Клетки
рассевали в такой концентрации, чтобы на сле�
дующий день они составляли 40–60% от моно�
слоя. На следующий день в среду добавляли
TAMRA�miPEP�156a (5 мкг/мл) и инкубирова�
ли в течение 2 ч в СО2�инкубаторе («Heraeus»,
Германия). Через 1 ч после начала инкубации
добавляли 10 мкл ядерного маркера Hoechst
33342 (0,625 мг/мл) («Thermo Fisher Scientific») и
инкубировали еще час. В случае мечения кле�
точных мембран через 50 мин после добавления
маркера Hoechst добавляли 0,2 мкл 1 мM марке�
ра ER�Tracker™ Green (glibenclamide BODIPY®
FL) («Thermo Fisher Scientific»). Затем стекла с
клетками 3 раза отмывали бессывороточной
средой DMEM («Gibco»). После этого стекла
извлекали из планшета и с помощью специаль�
ного клея прикрепляли к предметным стеклам.
Внутриклеточную локализацию меченого пеп�
тида TAMRA�miPEP�156a, маркера ER�
Tracker™ Green и ядерного маркера Hoechst
33342 изучали с помощью конфокальной лазер�
ной сканирующей микроскопии (CLSM).

Изучение локализации пептида miPEP�156a в
клетках растений. Пептид miPEP�156a (10 мкг/мл),
меченный c N�конца флуорофором TAMRA,
инкубировали в МГ�буфере (10 мМ MgCl2,
10 мМ Tris�HCl, рН 5,8) с 4�дневными пророст�
ками B. rapa при погружении корней в раствор
пептида (23 °С в течение 18 ч). После обработки
проростки трижды промывали при мягком
встряхивании в течение 5 мин в МГ�буфере, об�
рабатывали 20 мин раствором ядерного марке�
ра Hoechst 33342 (10 мкл на 1,5 мл буфера, кон�
центрация маркера 0,625 мг/мл), и их корни и
листья анализировали с помощью конфокаль�
ного микроскопа «Nikon Eclipse TE 2000�
E» («Nikon», Япония). Флуоресценция визуали�
зировалась следующим образом: возбужде�
ние 495 нм/эмиссия 545 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ накопления РНК�
транскриптов pri�miR156a в растениях капусты и
арабидопсиса. Ранее было показано, что наибо�
лее интенсивный синтез pri�miR156a в листьях и
корнях проростков арабидопсиса происходит в
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ходе прорастания между 2�м и 10�м днём при
23 °С [28, 29]. После 10�го дня экспрессия мно�
гократно падает. Мы решили сравнить динами�
ку накопления pri�miR156a в растениях капусты
брокколи и китайской капусты (B. oleracea var.
italica и B. rapa subsp. pekinensis) по сравнению с
растениями арабидопсиса. Для этого была выде�
лена суммарная РНК из листьев и корней 3–4�
дневных проростков, а также цветущих расте�
ний, и проведен кПЦР�анализ с использовани�
ем препарата кДНК, полученного с помощью
олиго(дТ)�затравки (рис. 2). Ранее такого рода
сравнительные исследования для растений ка�
пусты не проводили.

Оказалось, что онтогенетическая корреля�
ция возраста растений и накопления pri�
miR156a сходна в листьях и корнях разных рас�
тений семейства Brassicaceae. Накопление pri�
miR156a в проростках многократно выше, чем у
цветущих растений (рис. 2). Следовательно,
можно предположить, что наиболее эффектив�
ный синтез miPEP�156a в растениях происходит
на ранних стадиях онтогенеза.

Биоинформатический анализ транслатома
арабидопсиса. Ранее исследователями был под�
нят вопрос о том, с помощью каких подходов
можно апробировать реальную экспрессию по�
тенциальных miPEP в растениях [30]. Напри�
мер, miPEP�165a арабидопсиса и ряд других
пептидов не были обнаружены с помощью масс�
спектрометрии [18, 31], хотя TRAP�анализ по�
казал, что в составе препаратов полисом могут
быть выявлены фрагменты pri�miRNA, кодиру�
ющие эти пептиды [12]. В наших предваритель�
ных экспериментах попытки выявить miPEP�
156a в проростках арабидопсиса методами масс�
спектрометрии и иммунопреципитации с по�
мощью поликлональных антител также не дали
положительного результата (данные не приведе�
ны). Таким образом, чтобы получить хотя бы
косвенные доказательства трансляционной ак�
тивности ОРТ для miPEP�156a в 5′�концевой
области pri�miR156a в растениях вплоть до полу�
чения эффективных моноклональных антител,
мы провели биоинформатический BLASTn�ана�
лиз последовательностей РНК в транслатоме
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Рис. 2. Результаты кПЦР по измерению уровня экспрессии pri�miRNA156a в растениях семейства Brassicaceae. 1 – Брок�
коли (20�дневное растение, листья); 2 – брокколи (20�дневное растение, корень); 3 – проростки брокколи (4 дня) с до�
бавлением пептида miPEP�156a (10 мкг/мл, выращивание при 20 °С); 4 – проростки брокколи (4 дня) с добавлением пеп�
тида (10 мкг/мл, выращивание при 24 °С); 5 – проростки брокколи (4 дня) на чашке Петри, контроль (вода, выращива�
ние при 20 °С); 6 – проростки брокколи (4 дня) на чашке Петри, контроль (вода, выращивание при 24 °С); 7 – взрослые
цветущие растения арабидопсиса (корни); 8 – взрослые цветущие растения арабидопсиса (листья); 9 – арабидопсис, про�
ростки (4 дня при 20 °С) целиком (с корнями); 10 – арабидопсис, проростки (4 дня при 24 °С) целиком (с корнями); 11 –
пекинская капуста (20�дневное растение, стебель); 12 – пекинская капуста (20�дневное растение, лист); 13 – пекинская
капуста (20�дневное растение, корень). Для каждого из трех независимых повторов РНК выделяли из смеси пяти расти�
тельных проб. На рисунке указаны средние статистические значения в виде столбчатой диаграммы и стандартные откло�
нения. Статистическая значимость различий сумм значений в экспериментах 3 и 4 относительно экспериментов 5 и 6 сос�
тавляла для этих двух выборок p < 0,05, согласно критерию Стьюдента (расчёт на основе программы GraphPad Prism 7.0 –
https://graphpad�prism.software.informer.com/7.0/)
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арабидопсиса на базе архива NCBI SRA (SRA,
short read assembly).

Ген арабидопсиса pri�miR156a (AT2G25095)
расположен на хромосоме 2 и состоит из
3108 п.н. Этот ген содержит 4 экзона и 3 интро�
на. Последовательность pre�miR156a располо�
жена в экзоне 2, а ОРТ miPEP�165a – в экзо�
не 1 (рис. 1). В качестве якорных последователь�
ностей в BLASTn�анализе была взята область
ОРТ miPEP�156a и аналогичная по размеру об�
ласть экзона 4. В ходе анализа данных ряда
TRAP�экспериментов мы выявили наличие
ОРТ miPEP�156a в рибосом�связанных фраг�
ментах РНК из флоэмы корней пророст�
ков (NCBI accessions SRX3204187, SRX3204194,
SRX3204195, SRX3204199 [32]), хотя последова�
тельности 3′�концевого экзона 4 среди рибосом�
связанных сегментов не обнаружены. Аналогич�
ные результаты получены для экзонов 2 и 3. Та�
ким образом, мы получили косвенные доказа�
тельства того, что 5′�концевая ОРТ на РНК pri�
miR156 подвергается трансляции, по крайней
мере, в корнях проростков A. thaliana. Кроме то�
го, эти данные указывают, что в цитоплазме
клетки, видимо, транслируется не полноразмер�
ная РНК pri�miR156a, а лишь её 5′�концевая об�
ласть после процессинга.

Влияние пептида miPEP�156a на развитие кор�
ней у проростков растений. Поскольку известно,
что экзогенное введение miPEP�165a через кор�
ни арабидопсиса влияет на накопление зрелой
miRNA165а путём усиления транскрипции её
РНК�предшественника, и это, в свою очередь,
увеличивает скорость развития корней пророст�
ков [18], мы предположили, что экзогенное при�
менение miPEP�156a также может влиять на раз�

витие корневой системы молодых растений ка�
пусты. Чтобы проверить, является ли miPEP�
156a китайской капусты (B. rapa subsp. pekinensis)
физиологически активным, её семена проращи�
вали на питательной среде для растений, допол�
ненной синтетическим пептидом в концентра�
ции 10 мкг/мл. Оказалось, что длина основно�
го (первичного) корня 5�дневных проростков,
выращенных на среде, дополненной экзогенным
miPEP�156a, увеличивалась по сравнению с
контролем (водный раствор солей) (рис. 3).

Полученное увеличение в длине корней со�
поставимо с эффектом, который описан в лите�
ратуре для проростков арабидопсиса, сверх�
экспрессирующих miR165a [29]. При этом про�
ростки с повышенной экспрессией miR165a
имели более длинные первичные корни, чем ди�
кий тип (увеличение длины составляло ~20%).
Наоборот, в условиях подавления синтеза
miR165a развивались более короткие первичные
корни, чем у дикого типа [29].

Таким образом, литературные данные позво�
лили нам выдвинуть гипотезу, что miPEP�156a
играет какую�то роль в усилении накопления
miR156 и, опосредованно, в росте первичных
корней у капусты. Это аналогично эффекту
miPEP�165a арабидопсиса на рост первичных
корней и усилению накопления соответствую�
щей miRNA [18]. Действительно, прямое изме�
рение количества pri�miRNA156a в проростках
брокколи, прорастающих в присутствии пепти�
да, выявило явное (хотя и достаточно умерен�
ное) увеличение концентрации этой РНК в рас�
тениях (рис. 2).

Изучение локализации пептида miPEP�156a в
проростках растений. Наличие физиологическо�
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Рис. 3. Типичный фенотип при проращивании семян капусты (длина корня) в присутствии и при отсутствии miPEP�156a.
Верхний ряд – проращивание без miPEP�156a, среднее квадратичное отклонение для 50 растений – 1,2 ± 0,19 см; ниж�
ний ряд – проращивание с добавлением miPEP�156a (10 мкг/мл), среднее квадратичное отклонение для 50 растений –
4,3 ± 0,79 см. Так как выборки не имели нормального распределения, статистический анализ проводили с использовани�
ем непараметрического U�критерия Манна–Уитни. При выявленном уровне значимости p < 0,05 средние значения для
контроля и эксперимента считаются достоверно различными (расчёт по программе OriginPro 6.0)
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го эффекта экзогенного miPEP�156a на рост рас�
тений указывает на его способность проникать в
ткани проростков. Ранее такой эффект был де�
тально изучен на примере miPEP�165a араби�
допсиса [33]. В опубликованном исследовании
использовался пептид, меченный флуоресцент�
ным красителем на базе флуоресцеина. Было по�
казано, что в 7�дневных проростках арабидопси�
са меченый пептид в течение 2 ч инкубации ак�
тивно проникает в корневой чехлик и корневую
меристему. При этом для проникновения в дру�
гие части корня требуется больше времени. Ус�
тановлено, что при этом задействованы два ме�
ханизма – первичная пассивная диффузия пеп�
тида с последующим процессом эндоцитоза [33].
Важно, что в ходе этих процессов miPEP�165a не
может проникнуть в центральный цилиндр кор�
ня, не попадает во флоэму и, следовательно, не
мигрирует от корней в верхнюю часть растения.
Эти данные могут указывать, что экзогенные
miPEP не могут оказывать системного эффекта
на растение в целом [33].

Однако наши эксперименты с проникнове�
нием miPEP�156a в проростки капусты выявили

заметно отличающуюся картину. После 18�ча�
совой инкубации с TAMRA�miPEP�156a
(табл. 1) было показано, что весьма малые коли�
чества пептида локализуются в корне пророст�
ков. При этом наблюдается лишь мечение ядер
сильно удлиненных клеток в центральном ци�
линдре корня (предположительно, клетки фло�
эмной паренхимы и клетки�спутницы)
(рис. 4, а). Микроскопический анализ листьев
проростков показал, что в отличие от miPEP�
165a, наиболее интенсивное накопление
TAMRA�miPEP�156a наблюдается в листьях
проростков. Причем накопление пептида явно
выше в областях листа вблизи жилок, что ука�
зывает на его транспорт по флоэме из корней в
верхнюю часть проростка. В клетках, где накап�
ливается достаточно большое количество пеп�
тида, наблюдается его концентрация вблизи и
внутри ядра (рис. 4, б). Сравнение наших дан�
ных с теми, что представлены в литературе ра�
нее [33] (см. выше), явно указывает на различия
в проникновении в растения пептидов с разной
первичной структурой, что, возможно, обус�
ловлено особенностями их функционирования
при эндогенной экспрессии.

Изучение локализации пептида miPEP�156a в
клетках животных. Наблюдаемая нами локали�
зация TAMRA�miPEP�156a в ядрах клеток рас�
тений капусты, что не было выявлено в случае
miPEP�165a в арабидопсисе [33], указывает на
способность пептида miPEP�156a к ядерно�ци�
топлазматическому транспорту. Механизмы та�
кого транспорта весьма консервативны у расте�
ний и животных [34, 35]. Поэтому в качестве
объекта для контроля эффективности ядерного
импорта пептида miPEP�156a мы выбрали клет�
ки мышей миеломной линии Sp2/0. Клетки ин�
кубировали с TAMRA�miPEP�156a в течение 2 ч,
отмывали и анализировали с помощью конфо�
кального микроскопа. Предварительная окрас�
ка клеток ядерным маркером Hoechst 33342 и
маркерным флуорофором, окрашивающим эн�
доплазматический ретикулум, показала, что яд�
ро клетки занимает большую часть её объема и
имеется лишь достаточно тонкий слой цито�
плазмы, примыкающий к плазматической
мембране (рис. 5, а и б).

При визуализации проникновения в клетки
флуоресцирующего пептида и Hoechst 33342
стало очевидно, что пептид полностью импор�
тируется в ядро и вообще не наблюдается в ци�
топлазме клетки при разных уровнях увеличе�
ния (рис. 6, а и б). Такой результат, очевидно,
свидетельствует в пользу активного транспорта
пептида в ядро и не может быть объяснен лишь
за счет его пассивной диффузии через ядерные
поры.
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Рис. 4. Внутриклеточная локализация специфических мар�
керов в клетках капусты. а – Конфокальная микроскопия
клетки�спутницы из корня проростка капусты, инкубиро�
ванного в присутствии флуоресцирующего пептида
TAMRA�miPEP�156a (красный). Окраска ядер с помощью
Hoechst 33342 (синий). Левая часть рисунка соответствует
клеткам мезофилла в части листа вблизи центральной
жилки, 1 – ядро, 2 – стенка клетки�спутницы. Масштаб�
ная линейка – 1 мкм. б – Конфокальная микроскопия
участка корня проростка капусты, инкубированного в при�
сутствии флуоресцирующего пептида TAMRA�miPEP�
156a (красный). Окраска ядер с помощью Hoechst 33342
(синий). Левая часть рисунка соответствует клеткам части
листа вблизи центральной жилки. Масштабная линейка –
1 мкм
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Действительно, результаты анализа in silico
первичной структуры miPEP�156a позволили
выдвинуть гипотезу о том, что последователь�
ность пептида несет положительно�заряженный

сегмент KKATKAIKKDK, который включает
сигнал ядерной локализации (NLS) (http://
mleg.cse.sc.edu/seqNLS/index.html) [34, 35]
(табл. 1). В частности, этот сегмент содержит
участок 28–31 (KKDK), близкий по структуре
последовательности KKKGK, которая отвечает
за ядерную локализацию фермента фруктозо�
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Рис. 5. Внутриклеточная локализация специфических
маркеров в клетках мышиной миеломной линии Sp2/0. а –
Конфокальная микроскопия клетки мышиной миеломной
линии Sp2/0. Окраска Hoechst 33342 (синий) – ядро и мар�
кером ER�Tracker™ Green – эндоплазматический ретику�
лум. 1 – Ядро, 2 – цитоплазма. Масштабная линейка –
1 мкм. б – Конфокальная микроскопия делящейся клетки
мышиной миеломной линии Sp2/0. Окраска Hoechst
33342 (синий) – ядро и маркером ER�Tracker™ Green – эн�
доплазматический ретикулум. Масштабная линейка –
1 мкм

а

б

Рис. 6. Проникновение в клетки мышиной миеломной ли�
нии Sp2/0 флуоресцирующего пептида и Hoechst 33342. а –
Конфокальная микроскопия клеток мышиной миеломной
линии Sp2/0, инкубированных в присутствии флуоресци�
рующего пептида TAMRA�miPEP�156a (красный). Окрас�
ка Hoechst 33342 (синий) – ядро. Масштабная линейка –
250 нм. б – Конфокальная микроскопия клетки мышиной
миеломной линии Sp2/0 после инкубации с флуоресциру�
ющим пептидом TAMRA�miPEP�156a (красный). Окраска
Hoechst 33342 (синий) – ядро. Масштабная линейка –
1 мкм

а

б
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1,6�бисфосфатаза в клетках животных, где пока�
зано, что целостность мотива имеет решающее
значение для ядерной локализации фермен�
та [36].

Связывания пептида miPEP�156a с ядерной
ДНК и хроматином растений. Эффективная кон�
центрация miPEP�156a в ядрах клеток животных
и растений может свидетельствовать в пользу
его активного связывания с хроматином за счет
белок�белковых и/или ДНК�белковых взаимо�
действий. Действительно, использование ком�
пьютерных предсказаний на базе алгорит�
мов (https://dnabind.szialab.org/) и (http://mleg.
cse.sc.edu/DNABind/) [26] показало, что пептид
потенциально взаимодействует с ДНК с вероят�
ностью ~99%, и в этот процесс потенциально
могут быть вовлечены 10 а.о. (табл. 1).

Для экспериментальной проверки предска�
заний мы использовали связывание флуоресцент�
но�меченного пептида in vitro с хроматином и
тотальной ДНК капусты (рис. 7, а). «Мономер�
ный строительный блок» хроматина, нуклеосо�
ма, содержит ~150 п.н. ДНК, обёрнутых вокруг
гистонового октамера, состоящего из 4�х основ�
ных гистонов – H2A, H2B, H3 и H4 [37]. До�
вольно давно установлено, что для изменений в
структуре хроматина, необходимых для эффек�
тивного связывания многих транскрипционных
факторов и активации транскрипции генов,
часто требуется удаление димеров H2A–H2B из
нуклеосомы. Причём, как правило, при ремоде�
лировании нуклеосомного октамера гистонов
димер H2A–H2B более легко вытесняется, чем
H3 и H4 [38]. При этом in vivo вытеснение диме�
ра H2A–H2B из области промоторов обычно
осуществляют специальные ядерные факторы
транскрипции (факторы «первопроходчики» –
pioneer transcription factors), которые часто
структурно принимают трехмерную укладку
аналогично основным гистонам H2A и H2B [39].
Можно предположить, что если miPEP�156a
функционально сходен с miPEP�165a, о чем
свидетельствуют наши косвенные данные, то он
должен взаимодействовать с хроматином напо�
добие транскрипционных факторов. Учитывая,
что данные in vitro указывают на прямую конку�
ренцию за связывание с промоторами между
транскрипционными факторами и димером
H2A–H2B [40], мы использовали in vitro 2 типа
препаратов хроматина капусты – исходный
(«нативный хроматин») и хроматин, подверг�
шийся температурной обработке при 74 °C. Из�
вестно, что такая обработка приводит к вытес�
нению димера H2A–H2B, но сохраняет в нукле�
осомах H3 и H4 [41]. Оказалось, что эффектив�
ность связывания miPEP�156a с хроматином
многократно возрастала после температурной

обработки (рис. 7, а). Таким образом, данные
результаты косвенно подтверждают предполо�
жение, что miPEP�156a, подобно miPEP�165a
арабидопсиса, может модулировать транскрип�
ционную активность генов, взаимодействуя с
модифицированным хроматином.

Кроме того, мы проверили способность
miPEP�156a взаимодействовать с изолирован�
ной ДНК растений. Использование метода
сдвига подвижности в агарозном геле подтвер�
дило предсказания, что пептид обладает способ�
ностью связывать не только ДНП�комплекс
хроматина, но и ДНК растений, и неспецифи�
ческий фрагмент ДНК. При этом в высоких
концентрациях пептид покрывает, видимо, зна�
чительную часть длины молекул ДНК, т.к. по�
движность комплекса значительно снижает�
ся (рис. 7, б и в).

Изучение вторичной структуры пептида
miPEP�156a и его комплексов с ДНК. Среди бел�
ков, участвующих в регуляции транскрипции,
значительная доля взаимодействует с хромати�
ном путем распознавания специфических после�
довательностей ДНК как с помощью различных
высокоупорядоченных ДНК�связывающих до�
менов, так и через внутренне неупорядоченные
области (IDR – intrinsically disordered regions).
IDR являются белковыми доменами, которые не
имеют стабильной трехмерной структуры в фи�
зиологических условиях [42]. Многие IDR при�
нимают четко определенную конформацию при
взаимодействии с молекулами�мишенями. Зна�
чительное количество таких белков взаимодей�
ствуют с хроматином [43, 44]. При этом связыва�
ние и модификация хроматина может происхо�
дить независимым от специфической нуклео�
тидной последовательности образом [45].

Недавно специфическое взаимодействие
ДНК�связывающего пептида с модельными
ДНК было изучено на примере транскрицион�
ного фактора GCN4 [46]. Мы обратили внима�
ние, что мономерный пептид на базе GCN4,
включающий 34 а.о., сам по себе не был спосо�
бен связываться со специфической дсДНК.
Лишь его димер, образованный через цистеино�
вые остатки, сохраняет способность к специфи�
ческому распознаванию консенсусных ДНК
последовательностей, что, очевидно, указывает
на димеризацию, как на существенную предпо�
сылку образования комплекса пептид–ДНК.
Для пептида GCN4 было показано, что при свя�
зывании с ДНК неупорядоченные элементы мо�
гут претерпевать структурные переходы, приво�
дящие к формированию четко определенной
конформации, стабильной в связанном состоя�
нии [47]. Это процесс называется сопряжённым
складыванием, когда в белке происходит пере�
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ход от неупорядоченной конформации к час�
тично упорядоченной при взаимодействии ами�
нокислот с гидрофобными связующими карма�
нами ДНК [48].

Интересно, что miPEP�156a, имеющий дли�
ну 33 остатка, содержит 2 цистеина и потенци�
ально способен к образованию димеров и тетра�
меров [22]. Учитывая формальное сходство пеп�

тида GCN4 и miPEP�156a, мы эксперименталь�
но изучили вторичую структуру растительного
пептида в свободном состоянии и в комплексе с
ДНК капусты. Всего было проведено по 6 неза�
висимых измерений в двух повторах (см. «Мате�
риалы и методы», табл. 2).

Существует обратно пропорциональная за�
висимость между количеством бета�структур и
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Рис. 7. Выявление комплексов пептид–ДНК после связывания флуоресцентно�меченного пептида in vitro. а – Выявление
комплексов пептид–хроматин в 0,8%�ном агарозном геле после связывания флуоресцентного пептида TAMRA�miPEP�
156a и хроматина капусты. 1 – Нативный хроматин с TAMRA�miPEP�156a; 2 – нативный хроматин с miPEP�156a
(TAMRA); 3 – хроматин, подвергшийся температурной обработке (74 °C), с TAMRA�miPEP�156a; 4 – хроматин, подверг�
шийся температурной обработке (74 °C), с miPEP�156a (TAMRA); 5 – маркерная ДНК (10 000, 8000, 5000 п.н.). Стрелка
указывает положение хроматина при отсутствии пептида. б – Выявление комплексов пептид–ДНК в 1,5%�ном агарозном
геле после связывания пептида miPEP�156a и неспецифического фрагмента ДНК. Молярное соотношение пеп�
тид/ДНК – 25/1 (1), 50/1 (2), 75/1 (3), 100/1 (4), 200/1 (5), маркерная ДНК (6) включает и короткие ДНК�фрагменты –
снизу вверх 100, 200, 300, 400, 500 п.н.). в – Выявление комплексов пептид–ДНК в 0,8%�ном агарозном геле после свя�
зывания флуоресцентного пептида TAMRA�miPEP�156a и ДНК капусты. 1 – ДНК капусты с TAMRA�miPEP�156a; 2 –
ДНК капусты (контроль); 3 – маркерная ДНК (10 000, 8000, 5000 п.н.)
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интенсивностью отрицательного сигнала при
200 нм в спектре КД miPEP�156a, отличающая
его от пептида GCN4 (рис. 8). В случае GCN4,
который сильно неупорядочен при отсутствии
дсДНК, резко увеличивается его сворачивание в
альфа�спираль в комплексе с ДНК [46]. Однако
у miPEP�156a происходит возрастание количе�
ства бета�структур, когда он взаимодействует с
ДНК (табл. 2). Важно, что у обоих пептидов пос�
ле образования комплекса с ДНК заметно сни�
жается процент неупорядоченных участков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

К настоящему времени, кроме найденного
нами miPEP�156a в семействе Brassicaceae, есть
данные о нескольких других пептидах miPEP у
растений. Это miPEP�165a и miPEP�858 из
A. Thaliana [18, 49], miPEP�171b из M. truncatula
и miPEP�172c из G. Max [19, 21], а также vvi�
miPEP�171d1 из Vitis vinifera [16]. В нашей рабо�
те выявлены некоторые общие с перечисленны�
ми выше пептидами особенности функциони�
рования miPEP�156a: во�первых, все пептиды
способны при экзогенном воздействии на про�
ростки растений изменять их фенотип, что вы�
ражается в общем позитивном эффекте на рост
первичных корней; во�вторых, обработка син�

тетическими пептидами показывает, что мик�
ропротеины способны активировать транскрип�
цию собственных pri�miRNA, направляющих их
трансляцию. Однако мы наблюдали и новые эф�
фекты, не описанные в опубликованных иссле�
дованиях. В частности, доставка пептида через
корневую систему проростков в случае miPEP�
156a приводит к эффективному транспорту его в
листья, тогда как в случае miPEP�165a араби�
допсиса выявлена полная задержка пептида в
корнях, а именно в эпидермисе и перицикле, но
не во флоэме. Пептид miPEP�156a, наоборот,
наблюдался нами только в отдельных клетках
флоэмы корня, что, по�видимому, согласуется с
его быстрым транспортом в листья проростков.
Полностью за рамками исследования в опубли�
кованных работах осталась способность пепти�
дов miPEP взаимодействовать с ДНК и транс�
портироваться в ядро. Таким образом, следует
отметить, что наши исследования выявили но�
вый спектр активности пептидов miPEP при их
экзогенном применении, что согласуется с их
предполагаемыми функциями в транскрипци�
онной регуляции. Полученные нами данные для
экзогенных пептидов, несомненно, помогут
следующему этапу работы, связанному с изуче�
нием тканевой локализации и активности эндо�
генного miPEP�156a в растениях капусты и ара�
бидопсиса.
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Рис. 8. Типичные спектры КД пептида miPEP�156a (1) и
его комплекса с ДНК (2)

Таблица 2. Данные кругового дихроизма модельного пептида и комплекса с ДНК

Образец

1

2

Альфа�спираль, %

6,9 + 0,5

5,5 + 0,9

Бета�структура, %

28,5 + 0,9

37,4 + 2,2

Поворот, %

22,4 + 0,5

23,0 + 0,7

NRMSD*

0,043

0,06

Неупорядоченная конформация, %

41,2 + 0,8

33,9 + 1,9

Примечание. 1 – свободный пептид, 2 – комплекс с ДНК.
* Оптимальное значение NRMSD (normalized root�mean�square deviation) в расчётах должно быть < 0,1.
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ACTIVITIES OF CHEMICALLY SYNTHESIZED PEPTIDE
ENCODED BY THE miR156A PRECURSOR AND CONSERVED

IN THE Brassicaceae FAMILY PLANTS

T. N. Erokhina1, D. Y. Ryazantsev1, L. V. Samokhvalova1, A. A. Mozhaev1,
A. N. Orsa1, S. K. Zavriev1, and S. Y. Morozov2*

1 Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 117997 Moscow, Russia
2 Belozersky Institute of Physico(Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,

119992 Moscow, Russia; E(mail: morozov@belozersky.msu.ru

It was recently found that the primary transcripts of some microRNA genes (pri�miRNAs) are able to express pep�
tides with 12 to 40 residues in length. These peptides, called miPEPs, participate in the transcriptional regulation of
their own pri�miRNAs. In our previous studies, we used bioinformatic approach for comparative analysis of pri�
miRNA sequences in plant genomes to identify a new group of miPEPs (miPEP�156a peptides) encoded by pri�
miR156a in several dozen species of the Brassicaceae family. Exogenous miPEP�156a peptides could efficiently pen�
etrate into the plant seedlings through the root system and spread systemically to the leaves. The peptides produced
moderate morphological effect accelerating primary root growth. In parallel, the miPEP�156a peptides upregulated
expression of their own pri�miR156a. Importantly, the observed effects at both morphological and molecular levels
correlated with the peptide ability to quickly translocate into the cell nucleus and to bind chromatin. In this work, we
established secondary structure of the miPEP�156a and demonstrated its changes induced by formation of the pep�
tide complex with DNA.

Keywords: microRNA, primary transcripts of microRNA, translation of the microRNA primary transcripts, short
open reading frames, transcription regulation, protein import into nucleus, DNA�binding peptides
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Сигнальный каскад протеинкиназы mTOR является центральным регулятором клеточного метаболизма,
роста и выживания клеток в ответ на гормоны, факторы роста, питательные вещества и сигналы, вызван!
ные стрессом. Цель обзора: на основе анализа современной литературы продемонстрировать, как часто
встречаются молекулярные аномалии сигнального пути mTOR и сопряжённых с ним сигнальных путей
при расстройствах аутистического спектра (РАС), а также наметить возможные перспективы патогенети!
чески!ориентированного фармакотерапевтического воздействия, особенно при синдромных РАС. На ос!
нове анализа экспериментальных и клинических данных предполагается, что наиболее раннему выявле!
нию молекулярных аномалий в группе риска РАС могут способствовать исследования тромбоцитов пери!
ферической крови. Поиск в этой группе временнóго «окна», в котором происходят критические наруше!
ния регуляции активности описанных путей, может привести к более эффективной превентивной фарма!
котерапии аутизма.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: mTOR, сигнальные каскады, фосфорилирование белков, расстройства аутистичес!
кого спектра.

DOI: 10.31857/S0320972521050031

СИГНАЛЬНЫЕ КАСКАДЫ БЕЛКОВОГО ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ
ПРИ АУТИЗМЕ (С АКЦЕНТОМ НА ПУТЬ mTOR)

Обзор
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ВВЕДЕНИЕ

Аутизм, или расстройство аутистического
спектра (РАС) – это нейроонтогенетическое

расстройство, в общем случае характеризующе!
еся такими ключевыми симптомами, как каче!
ственное нарушение социального взаимодей!
ствия, коммуникации и ограниченное стерео!

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AMPK – АМP!активируемая протеинкиназа; APP – белок!предшественник бета!амилои!
да; КТС – комплекс туберозного склероза; MAPK – митоген!активируемая протеинкиназа (синоним ERK); MeCP2 – ме!
тил!CpG!связывающий белок 2; MEK – киназа митоген!активируемых протеинкиназ (MAPK/ERK); НФ1 – нейрофиб!
роматоз первого типа; ППСК – плюрипотентные перепрограммированные стволовые клетки; РАС – расстройство аутис!
тического спектра; И!РАС – идиопатические РАС; НС!РАС – несиндромные РАС; С!РАС – синдромные формы РАС;
СА – синдром Ангельмана; СР – синдром Ретта; ФМС – синдром Фелан–МакДермид; X!ФРА – синдром ломкой («фра!
гильной») Х!хромосомы; Akt – RAC!alpha серин!треониновая протеинкиназа; Arc – ассоциированный с цитоскелетом
белок; BDNF – нейротрофический фактор мозга; CDKL5 – киназа, подобная циклинзависимой киназе 5; eIF4 – эукарио!
тический фактор инициации трансляции 4; E/I – соотношение возбуждения/торможения; ERK – активируемая внекле!
точными сигналами киназа (синоним MAPK); 4E!BP1 – eIF4E!связывающий белок 1; FMRP – белок, ассоциируемый с
синдромом ломкой X!хромосомы; IGF!1 и IGF!2 – инсулиноподобные факторы роста; LTP – долговременная (длитель!
ная) потенциация; mGluR, mGluR1 и mGluR5 – метаботропный глутаматный рецептор и его подтипы 1 и 5; mLST8 – ас!
социированный с mTOR белковый гомолог LST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8); MNK – взаимодействующая с
MAPK киназа; mTOR – протеинкиназа, механистическая мишень рапамицина у млекопитающих; NF1 – белок нейро!
фибромин; NGF – фактор роста нервов; NMDA – N!метил!D!аспартат; PI3K – фосфатидилинозитол!3!киназа; PIP3 –
фосфатидилинозитол!3,4,5!трифосфат; PTEN!РАС – синдром, связанный с мутацией гомолога фосфатазы и тензина;
pAktSer473 – Akt, фосфорилированная по Ser473; p70S6K1 – киназа 1 рибосомного белка S6; Ras – семейство малых ГТФаз,
участвующих в передаче сигнала в животных клетках (от Rat sarcoma); Rheb – гомолог Ras в мозге; SGK1 – индуцируемая
сывороткой и глюкокортикоидами киназа 1; SHANK3 – содержащий SH3!домен и множественные анкириновые повто!
ры белок 3; TSC1 и TSC2 – белки комплекса туберозного склероза (гамартин и туберин); UBE3A – убиквитин!протеино!
вая лигаза E3A; Wnt – группа путей передачи сигналов, начинающихся от белков, передающих сигналы в клетку от рецеп!
торов на её поверхности.

* Адресат для корреспонденции.
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типное поведение. РАС чрезвычайно гетероген!
ны с точки зрения их генетической основы и,
соответственно, этиологии и патогенеза. Во
всём мире диагностика и классификация РАС в
настоящее время основана на клинических наб!
людениях (оценке тяжести симптомов психиат!
рами), в случае синдромных форм РАС выявить
и идентифицировать их причину помогают ме!
дико!генетические анализы. Недавно в Рос!
сийской Федерации благодаря иммунологичес!
ким и электрофизиологическим исследованиям
особенностей пациентов с разными формами
РАС появились возможности практического
применения выявленных «биомаркёров» в под!
держку клиническим диагностическим крите!
риям РАС [1, 2]. Достижения в области генетики
аутизма только вступают в фазу перехода к прак!
тическому клиническому применению [3, 4].

За исключением синдромных форм РАС (С!
РАС), когда аутистическое поведение связано с
определенным медицинским синдромом, обус!
ловленным известной генетической (хромосом!
ной) аномалией, в большинстве случаев генети!
ческие и иные причины, обусловливающие фе!
нотипическое проявление аутистических симп!
томов, остаются неясными и требуют дорого!
стоящего анализа генома, а для разработки «био!
маркёров» требуются дополнительные биохи!
мические исследования.

Ввиду отсутствия как ясного понимания
этиологии, патогенеза, так и классифика!
ции РАС (особенно расстройств, не относящих!
ся к С!РАС) с биохимической точки зрения,
фармакологическое воздействие сводится в
большинстве непсихотических случаев к под!
держке ноотропами, а в случае психотических
форм – к симптоматическому лечению анти!
психотиками [1, 2], хотя, безусловно, необходи!
ма разработка препаратов, воздействующих на
уже наметившиеся, открытые патогенетические
пути.

Написание данного обзора вызвано необхо!
димостью обобщения современных результатов
исследования регуляторных сигнальных каска!
дов белкового фосфорилирования при РАС,
поскольку в этом направлении достигнут опре!
деленный прогресс в изучении вклада этих пу!
тей в развитие аутистических симптомов при С!
РАС и ведется поиск фармакологических препа!
ратов.

Обзор сфокусирован на каскаде mTOR, по!
скольку из всех систем белкового фосфорили!
рования этот путь наиболее исследован при
РАС, его можно считать центральным, и к нему
«сходятся» данные, полученные при изучении
С!РАС и свидетельствующие о том, что при РАС
изменена как активность его регуляторов, т.е.

компонентов «выше по течению», так и его ми!
шеней («ниже по течению» – факторы белковой
трансляции) [5]. В обзоре оценены результаты
исследований сигнального каскада mTOR и
сопряженных с ним биохимических путей – как
с точки зрения понимания патогенеза РАС, так
и с точки зрения поиска препаратов, действую!
щих на компоненты этого каскада и сопряжён!
ные с ним пути (его мишени), а также намечены
пути исследований, которые авторы считают
перспективными.

СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ mTOR –
КОНВЕРГЕНЦИЯ СИНДРОМНЫХ РАС

И НЕ АССОЦИИРОВАННЫХ
С СИНДРОМАМИ ФОРМ РАС

Известно, что сигнальный каскад mTOR
функционирует как интегратор молекулярных
систем по поддержанию взаимодействия орга!
низма и клеток с окружающей средой. Путь
mTOR регулирует гомеостаз, влияя на синтез
белка, транскрипцию, метаболизм, процессы
аутофагии, биогенеза органелл, участвует в про!
цессах, поддерживающих иерархическую целост!
ность функционирования мозга, включая диф!
ференцировку и пролиферацию клеток нервной
системы, организацию и поддержание проводя!
щих путей, обеспечивающих пластичность, свя!
занную с обучением, и регуляцию сложного по!
ведения [6]. Поэтому дисфункцию mTOR мож!
но рассматривать как основополагающую при!
чину ряда моногенных расстройств и как важ!
ный патогенетический фактор различных нев!
рологических, нейродегенеративных и психи!
ческих расстройств [7]. Далее будет оценено
состояние исследований mTOR при РАС.

СИНДРОМНЫЕ, НЕСИНДРОМНЫЕ
И ИДИОПАТИЧЕСКИЕ РАССТРОЙСТВА

АУТИСТИЧЕСКОГО СПЕКТРА

Фенотипические (клинические) проявления
патологии нервной системы, выражающиеся
как аутизм, или аутистические симптомы, силь!
но варьируют по выраженности и степени тя!
жести. Такая вариабельность определяется раз!
личным вкладом в развитие патологии как гене!
тических нарушений, так и факторов воздей!
ствия внешней среды [8].

В настоящее время принято разделение по
этиологии РАС на синдромные РАС (С!РАС),
которые связаны с описанными клиническими
синдромами и обусловлены открытыми генети!
ческими аномалиями (так называемые генети!
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ческие заболевания), несиндромные РАС (НС!
РАС), не связанные с этими синдромами, но
обусловленные также выявленными генетичес!
кими причинами, и идиопатические РАС (И!
РАС), генетические и другие причины которых
не установлены [9]. В качестве возможных при!
чин развития И!РАС рассматриваются прена!
тальные воздействия (например, влияние на
развитие плода токсинов, некоторых лекар!
ственных препаратов, инфекции) и постнаталь!
ные факторы риска нарушения развития нерв!
ной системы (например, социальная и/или сен!
сорная депривация), а также пока не выявлен!
ные генетические и/или эпигенетические фак!
торы [8].

С генетической и биохимической точек зре!
ния С!РАС изучены лучше, чем НС!РАС, и зна!
чительно лучше, чем И!РАС [4].

К С!РАС относят заболевания с генетически
установленными причинами (генетические бо!
лезни), при которых наблюдаются симптомы
аутизма: редкое моногенное заболевание –
комплекс туберозного склероза (КТС) и КТС!
ассоциированная мегалэнцефалия и симптома!
тический эпилептический синдром, синдром
ломкой («фрагильной») Х!хромосомы (X!ФРА),
синдром Ретта (СР), синдром Ангельмана (СА),
синдром, связанный с аномалией гомолога фос!
фатазы и тензина (PTEN!РАС), нейрофиброма!
тоз первого типа (НФ1), синдром Тимоти, Уль!
риха–Нунан, синдром делеции 22q13.3 и ряд
других относительно редких расстройств нейро!
онтогенеза, покрываемых спектром РАС.

Хотя С!РАС охватывают лишь 5–10% всех
случаев РАС, их изучение внесло большой вклад
в понимание молекулярных основ возникнове!
ния аутистических симптомов. С другой сторо!
ны, в случаях РАС, не связанных с перечислен!
ными С!РАС, разнообразные (в частности, био!
химические) причины развития аутизма остают!
ся неясными, и за прошедшие 15 лет с момента
публикации обзора на эту тему прогресс наме!
тился лишь в недавнее время [10, 11].

Оценки вклада генетического компонента в
развитие НС!РАС и И!РАС варьируют от 40
до 90%, в зависимости от принимаемых во вни!
мание параметров [3, 12–14].

Геномные технологии вкупе с обследовани!
ем больших когорт пациентов позволили вы!
явить обилие редких вариантов, имеющих отно!
шение к развитию РАС, причём связанными
с НС!РАС оказались и несколько относительно
редких мутаций de novo. На интернет!ресурсах
рабочей группы по аутизму Психиатрического
Геномного Консорциума (https://www.med.
unc.edu/pgc/pgc!workgroups/autism!spectrum!
disorder/) и Инициативы по исследованию ау!

тизма фонда Simons (Simons Foundation Autism
Research Initiative – https://gene.sfari.org) обоб!
щён и опубликован список генов, ассоцииро!
ванных с риском РАС, ранжированный по четы!
рём категориям – S (С!РАС) и 1–3: в катего!
рии S – гены, ассоциированные с С!РАС, в ка!
тегории 1 – гены с подтверждённой ассоциаци!
ей с РАС, в категории 2 – «сильные кандидаты»,
в категории 3 – «предположительно гены!кан!
дидаты». Список составлен на основе частоты
встречаемости сообщений об исследованиях в
литературе и воспроизводимости/подтвержден!
ности данных. Но ни одна мутация в этих генах
не обусловливает более чем 1–2% случаев НС!
РАС, а все вместе формы НС!РАС, обусловлен!
ные мутациями в высоко пенетрантных генах,
представляют около 10–20% всех случаев, что
свидетельствует о крайне высокой степени гене!
тической гетерогенности НС!РАС.

Несмотря на высокую степень клинической
и генетической гетерогенности, описаны неко!
торые механизмы, общие для С!РАС и НС!РАС,
и наблюдается конвергенция в нескольких гене!
тических мутациях, сходящихся к ключевым био!
химическим путям. Так, по данным широко!
масштабных геномных и транскриптомных ис!
следований, с риском РАС связаны сигнальные
каскады белкового фосфорилирования с учас!
тием фосфатидилинозитол!3!киназы (PI3K),
RAC!alpha серин!треониновой протеинкина!
зы (Akt) и протеинкиназы mTOR, т.е. пути
PI3K/Akt/mTOR, а также сигнальный каскад
фактора роста нервов (NGF), нейротрофичес!
кого фактора мозга (BDNF), MAPK/ERK, сиг!
нальный путь Wnt (группа путей передачи сиг!
налов, начинающихся от белков, передающих
сигналы в клетку от рецепторов на ее поверх!
ности), а также Ca2+!кальмодулина [15].

Сигнальный путь Wnt вносит вклад в клеточ!
ную дифференцировку, полярность, пролифе!
рацию клеток, и нарушение его регуляции ведёт
к развитию определенных типов РАС. Сигналь!
ные каскады MAPK/ERK связаны более чем с
20 функциональными путями и 22 генами, ассо!
циированными с РАС [16]. Активация NGF!ин!
дуцируемого сигнального пути ведёт к сущест!
венному снижению концентрации белка 4E!
BP1 и фактора инициации трансляции eIF4E и
связана с развитием окислительного стресса у
пациентов с РАС. Со степенью окислительного
стресса при РАС также связана активность сиг!
нального каскада белкового фосфорилирования
mTOR, которому в данном обзоре уделено осо!
бое внимание.

Сигнальный каскад mTOR – один из цент!
ральных биохимических путей конвергенции
при разных РАС, он служит критическим регу!
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лятором белковой трансляции и влияет на мно!
жество функций в развивающемся и зрелом ор!
ганизме [12]. Сигнальные каскады митоген!ак!
тивируемых протеинкиназ (МАРK) и Wnt также
конвергируют на сигнальном каскаде mTOR
[17] (рисунок). Приведенная на рисунке схема
составлена на основании вышедших недавно
публикаций [17–20].

Ключевой фермент в каскаде mTOR – кина!
за mTOR. Это белок, гомологичный дрожжево!
му белку TOR, серин!треониновая (Ser/Thr)
протеинкиназа (~ 289 кДа), член семейства
PIKK млекопитающих. mTOR входит в состав
двух функционально различающихся комплек!
сов: mTORC1 и mTORC2, подробно освещён!
ных в обзорах ранее [17, 19, 20].
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Активность комплекса mTORC1 подавляет!
ся рапамицином (фунгицидом микробиологи!
ческого происхождения), поэтому белок mTOR
получил название «мишень рапамицина у мле!
копитающих» [17]. Механизм действия рапами!
цина подробно рассмотрен в обзоре
Pupyshev et al. [21] и других цитированных пуб!
ликациях.

СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ mTOR
И СОПРЯЖЁННЫЕ С НИМ КАСКАДЫ

Комплекс mTORC1 содержит, кроме фер!
мента mTOR, регуляторные белки Raptor (свя!
зывающий рапамицин), mLST8 (ассоциирован!
ный с mTOR белковый гомолог LST8 (mam!
malian lethal with Sec13 protein 8)), PRAS40
(40 кДа, обогащённый пролином субстрат Akt),
Deptor (содержащий DEP!домен белок, взаимо!
действующий с mTOR) и ещё несколько бел!
ков [19]. Raptor необходим для внутриклеточной
локализации mTORС1, он также рекрутирует
субстраты mTORC1, связываясь с сигнальной
последовательностью mTOR, которая представ!
лена на канонических субстратах mTOR, таких
как белки, регулирующие трансляцию (напри!
мер, pS70S6K и 4EBP!1) и аутофагию (Ulk1). Ра!
памицин в присутствии FKBP12 (FK506!связы!
вающего белка 12) подавляет связывание Raptor
c mTOR и подавляет катализируемое mTOR
фосфорилирование Raptor!зависимых субстра!
тов, но не влияет на каталитическую актив!
ность mTOR. mLST8 предположительно стаби!
лизирует киназный домен mTOR, а PRAS40 и
Deptor являются ингибиторами активнос!
ти mTORC1 [19].

Комплекс mTORC2 содержит, кроме mTOR,
белки mLST8, Deptor (те же, что и mTORC1), а
также mSIN1 (индуцируемый стрессом взаимо!
действующий с протеинкиназой белок млеко!
питающих), Rictor (нечувствительный к рапа!
мицину компонент) и Protor!1/2 (белок, наблю!
даемый в ассоциации с Rictor!1/2). В отличие от
mTORC1, активность mTORC2 не ингибируется
рапамицином, но при хроническом воздействии
рапамицина активность mTORC2 подавляется,
что вызвано, как предполагают, истощением пу!
ла mTOR [22]. О комплексе mTORC2 известно
значительно меньше, чем о mTORC1, но
он (посредством мишеней Akt, SGK1, PKC) ре!
гулирует анаболические процессы, процессы
организации и поддержания целостности ци!
тоскелета, апоптоза и ионного транспорта (ри!
сунок) [17, 23]. Стимуляция mTORC2 ведёт к пе!
рестройке организации цитоскелета (при посред!
стве активации PKC), а механизмы выживания

клеток реализуются посредством индуцируемой
сывороткой и глюкокортикоидами кина!
зы 1 (SGK1) (рисунок) [23]. Кроме того,
mTORC2 фосфорилирует Akt, активируя её и
контролируя тем самым активность mTORC1
(рисунок).

Большинство известных неврологических и
психических расстройств, в которых задейство!
ван mTOR, связывают с нарушением регуляции
активности mTORC1 [24].

Рассмотрим ключевые моменты каскада, ле!
жащие «выше» mTORC1. Активация mTORC1
инициируется различными факторами (в т.ч.
NGF, PDGF, NF1 при посредстве ГТФазы Ras,
BDNF и глутаматом при посредстве NMDA! и
метаботропных глутаматных mGluR5!рецепто!
ров), активирующими PI3K и образование ею
фосфатидилинозитол!3,4,5!трифосфата (PIP3)
(рисунок). Накопление PIP3 в цитоплазмати!
ческой мембране стимулирует рекрутинг Akt, её
фосфорилирование и активацию 3!фосфоино!
зитид!зависимой протеинкиназой 1 (PDK1), а
также фосфорилирование и активацию mTORC2.
Будучи активированной, Akt фосфорилирует и
ингибирует TSC2, который вместе с TSC1 и
TBC1D7 (член 7 семейства белков, содержащих
TBC!домен) образует белковый комплекс тубе!
розного склероза (TSC). Комплекс TSC функ!
ционирует как ГТФаза (GAP) по отношению к
белку Rheb (гомологу Ras в мозге), стимулируя
превращение Rheb!GTP в Rheb!GDP и инакти!
вируя этот белок. Следовательно, если ингиби!
руется комплекс TSC1/2 под действием Akt, то
активируется Rheb, который далее активирует
mTORC1 [25]. Активность комплекса TSC1/2
может регулироваться несколькими сигнальны!
ми путями. Кроме пути PI3K/PDK1/Akt, TSC2
фосфорилируется и ингибируется киназа!
ми ERK и АМP!активируемой протеинкина!
зой (AMPK) (рисунок); Wnt также подавляет
фосфорилирование TSC2 киназой гликоген!
синтазы 3 альфа (GSK3α), что ведёт к стимуля!
ции пути mTOR [26].

Один из главных сигнальных компонентов,
находящихся непосредственно выше mTORC1 и
активирующих его, – это Rheb. В норме белки
TSC1/2 ингибируют Rheb и его мишень –
mTORC1. Когда этот процесс, происходящий
«выше по течению», подавлен (см. раздел Комп!
лекс туберозного склероза), происходит гипер!
активация mTORC1.

Ряд регуляторов действуют на активность
mTORC1 при посредстве сигнального пути Akt.
Так, активацию Akt, происходящую при посред!
стве PI3K, может подавлять NF1 при посред!
стве Ras (рисунок). Ещё один механизм актива!
ции mTORC1 – инактивация PRAS40 либо вслед!
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ствие фосфорилирования протеинкиназой А,
либо вследствие прямого фосфорилирования
Akt по Thr246 и mTOR – по Ser183 [6].

Другая регуляторная молекула – PTEN –
участвует в управлении активностью Akt и ли!
пидном сигналинге посредством регуляции
уровня PIP3, синтезируемого PI3K. PTEN ката!
лизирует реакцию дефосфорилирования PIP3
до PIP2 (фосфатидилинозитол!4,5!дифосфата),
отщепляя фосфатные группы от PIP3, образо!
ванного PI3K. Дефосфорилирование PIP3 инги!
бирует сигнальный путь, опосредуемый Akt, и
способствует апоптозу. Активация и фосфори!
лирование киназой PDK1 протеинкиназы Akt
играет основную роль в инициации пути mTOR,
т.к. Akt имеет мишенью белки комплекса
TSC1/2 и тем самым регулирует активность
mTORC1 [27].

Кроме киназ, есть и другие модуляторы ак!
тивности mTORC1 и mTORC2, которые рас!
смотреть в данном обзоре не представляется
возможным. Отметим лишь, что активность
mTOR, как и всех протеинкиназ, конечно, зави!
сит от уровня энергетического субстрата –
АТP (точнее, комплекса АТP с ионами Mg2+

или Mn2+). То, что активность каскада mTORC1
контролируется MAPK/ERK и AMPK, еще раз
подтверждает справедливость признания mTOR
в качестве «сенсора» внутренних и внешних сти!
мулов, который поддерживает клеточный гомео!
стаз, модулируя анаболические и катаболичес!
кие процессы [19].

Что касается мишеней mTORC1, то в числе
прочих процессов, mTORC1 стимулирует белко!
вую трансляцию, активируя киназу 1 рибосом!
ного белка S6 (p70S6K1) и ингибируя актив!
ность белков 4E!BP. В дефосфорилированном
состоянии 4E!BP1 подавляет трансляцию, свя!
зывая эукариотический фактор инициации
трансляции 4E (eIF4E). При фосфорилирова!
нии киназой mTORC1 белки 4E!BP1 диссоци!
ируют от фактора eIF4E, позволяя тому взаимо!
действовать и связываться с eIF4G и eIF4A с об!
разованием комплекса инициации трансляции
eIF4F, что является критическим этапом в cap!
зависимой трансляции. Фосфорилирование
p70S6K1 стимулирует киназную активность и
усиливает фосфорилирование ею субстрата –
рибосомного белка S6. Предполагают, что фос!
форилирование S6 может стимулировать тран!
скрипцию генов, вовлечённых в биогенез рибо!
сом [5].

В нейронах сигнальный каскад PI3K/Akt/
mTORC1 регулирует множество процессов
(рост, выживание клеток, синтез белка, синап!
тическую пластичность, зависимую от глутамат!
ных рецепторов NMDA!типа, рост и ветвление

дендритов) благодаря активации этого каскада
факторами роста, включая BDNF, а также его
стимуляции глутаматными рецепторами
NMDA!типа и mGluR5 [28] (рисунок). Этот кас!
кад и системы, с которыми он взаимодействует,
особенно пути Wnt, MAPK/ERK, играют цент!
ральную роль в нейроонтогенезе и нейрональ!
ных функциях.

В литературе имеется много данных, указы!
вающих на нарушение регуляции активности
пути PI3K/Akt/mTOR при РАС. Наиболее убе!
дительные прямые данные получены при иссле!
довании моногенных С!РАС, обусловленных
потерей или снижением функции генов FMRP,
PTEN, NF1, TSC1, TSC2 и EIF4E, продукты ко!
торых являются либо регуляторами самого кас!
када mTOR, либо его мишенями, либо компо!
нентами путей, на которые он влияет. Hoeffer и
Klann [29] отмечали, что вызванные одиночны!
ми генами нарушения ответственны за 8–15%
всех случаев РАС, причём более половины этих
генов участвует либо в регуляции сигнального
каскада mTOR, либо в контроле трансляции.

Изменения в активности PI3K/Akt/mTOR
по сравнению с контролем отмечены не только
при С!РАС, но и при некоторых НС!РАС [30].
Повышение активности каскада кажется логич!
ным для объяснения таких фенотипических
признаков аутизма, как увеличенный размер
мозга [31, 32], эпилепсия и преобладание про!
цессов возбуждения над процессами торможе!
ния (E/I) [33], усиленный рост дендритов и их
аномальное ветвление [34]. Но не всё так одно!
значно в вопросе активности каскада mTOR при
различных формах даже С!РАС, не говоря уже о
И!РАС: как будет отмечено далее, имеются так!
же данные и о нарушении равновесия активнос!
тей комплексов mTORC1 и mTORC2, или сни!
жении активности каскада mTOR, например,
при СА [35], синдроме Фелан–МакДер!
мид (ФМС) и СР. В целом отклонения (повыше!
ние или понижение) активности сигналинга
mTORC1 описаны при нескольких моногенных
С!РАС: КТС, PTEN!ассоциированном РАС,
НФ1, Х!ФРА, СР и СА, рассмотренных далее.

Кроме С!РАС, нарушение регуляции актив!
ности mTORC1!зависимого сигнального каска!
да (как лежащих выше путей, регулирующих
этот каскад, так и фосфорилируемых им мише!
ней) наблюдалось у пациентов с НС!РАС и у
животных, моделирующих НС!РАС [36–39].

Тем не менее до полного понимания меха!
низмов, посредством которых дисбаланс пути
mTORC1 приводит к развитию аутистических
симптомов, ещё далеко, и остается ряд нере!
шенных вопросов: насколько закономерности,
выясненные при изучении С!РАС, можно рас!
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пространить на НС!РАС; достаточно ли свиде!
тельств того, что сигнальный путь mTORC1 вно!
сит вклад в патогенез НС!РАС для разработки
фармакологических препаратов; насколько ве!
лика доля случаев с измененной активностью
сигнального пути mTORC1 среди всех НС!РАС
и И!РАС; будет ли терапия, направленная на
mTORC1 и эффективная в лечении проявлений
некоторых С!РАС, также эффективна хотя бы
для некоторых подгрупп пациентов с НС!РАС и
И!РАС; в каких случаях при РАС активность
сигнального пути mTOR повышена, в каких –
понижена и каковы пределы и временные рамки
этих отклонений в онтогенетическом развитии.

Далее в настоящем обзоре обсуждаются ме!
ханизмы и терапевтические подходы, разрабо!
танные при изучении С!РАС с доказанным
вкладом в патогенез аномалий регуляции пути
mTORC1, а также обсуждаются недавние наход!
ки, потенциально свидетельствующие о вкладе
дисфункции сигналинга mTORC1 в НС!РАС и
И!РАС.

СИГНАЛЬНЫЕ КАСКАДЫ
(ВКЛЮЧАЯ mTORC1) ПРИ C6РАС

Комплекс туберозного склероза (КТС). При
КТС наблюдается снижение интеллекта, аутизм,
тревожные расстройства и расстройства настро!
ения, эпилепсия, множественные опухоли и
многочисленные другие расстройства. РАС при
КТС встречаются в 20–60% случаев, причём
эпилепсия, РАС и снижение интеллекта тесно
сцеплены [20]. Структурные аномалии мозга
при КТС [40] приведены в таблице. Примеча!
тельно, что когнитивные нарушения и отклоне!
ния от нормы в поведении детей с КТС и с И!
РАС очень сходны, что может свидетельствовать
о сходных молекулярных и структурных анома!
лиях при аутистических симптомах, сопровож!
дающих КТС, и при И!РАС. Предполагается,
что КТС может служить моделью РАС, и когда
молекулярные механизмы, лежащие в его осно!
ве, будут полностью расшифрованы, эти наход!
ки, вероятно, помогут также при изучении меха!
низмов, лежащих в основе И!РАС.

КТС – это классическая форма «mTOR!па!
тии», он вызывается мутациями генов, кодиру!
ющих белки TSC1 или TSC2, с потерей функ!
ций. TSC1 и TSC2 вместе с TBC1D7 образуют
комплекс, осуществляющий негативную регу!
ляцию mTORC1 при посредстве Rheb (рисунок).
Основная функция комплекса TSC1/2 – это ин!
теграция множественных сигналов от лежащих
«выше» сигнальных путей и ингибирование ак!
тивности Rheb и mTORC1, таким образом, при

отсутствии ингибирования конститутивная ак!
тивация mTORC1 представляет молекулярную
основу КТС [63]. Однако, не слишком упрощая
ситуацию, отметим, что TSC1 и TSC2 имеют и
другие молекулярные функции: взаимодействие
с актин!связывающими белками и независимая
от Rheb модуляция активности mTORC2, меха!
низм которой может включать прямое связыва!
ние комплекса TSC1/2 с компонентами
mTORC2. Активированный mTORC2 фосфори!
лирует и активирует Akt (рисунок), что приво!
дит к фосфорилированию ее субстратов, вклю!
чая TSC2. Взаимодействие между mTORC1 и
mTORC2 происходит ещё и при посредстве
p70S6K1, фосфорилирующей и ингибирующей
Rictor. Утрата либо TSC1, либо TSC2 приводит к
тому, что mTORC1 активируется, а mTORC2 по!
давляется. Поскольку такие наблюдения были
сделаны не на нейрональных клетках, предстоит
важная задача: изучить, как происходит взаим!
ная регуляция mTORC1 и mTORC2 в нервной
ткани. Второе важное следствие из таких наблю!
дений – это то, что при поиске лекарственных
препаратов, воздействующих на mTOR, следует
учитывать активность обоих комплексов –
mTORC1 и mTORC2 – и их взаимодействие [26].
Отметим также, что сам Rheb имеет и не зависи!
мые от mTORC1 функции – регулирует сигна!
линг B!Raf (серин!треониновой киназы) и
MAPK/ERK, опосредует апоптоз и митофагию,
а также выполняет другие функции [64]. Следо!
вательно, в фенотип КТС могут вносить допол!
нительный вклад и нарушения регуляции дру!
гих сигнальных путей, хотя большая часть ис!
следований указывает на то, что в основном фе!
нотип обусловлен гиперактивацией mTORC1.

На животных, лабораторных моделях КТС,
показано, что мутации с инактивацией TSC1 и
TSC2 и обусловленная этим гиперактивность
сигнального пути mTOR могут приводить к ано!
малиям мозга, отмеченным у пациентов
с РАС при КТС.

Сведения о молекулярной природе нейро!
когнитивных аномалий почерпнуты также из
исследований моделей – нокаутных мышей с
инактивированными генами TSC [65]. В экспе!
риментах на мышах Tsc2+/–, моделирующих по!
веденческие аномалии при КТС, показано, что
нарушения обратимы под действием рапамици!
на – ингибитора mTORC1 [41]. Производное ра!
памицина, эверолимус (Everolimus) или афини!
тор, был одобрен Food and Drug Administration в
1999 г. для лечения субэпендимальных гиганто!
клеточных астроцитом, развивающихся при
КТС (при невозможности выполнения хирурги!
ческой резекции опухоли). Рапамицин и эверо!
лимус также проявляли противоэпилептичес!
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Формы РАС

КТС

X!ФРА

PTEN

НФ1

СА

СР

Фелан–
МакДермид
22q13

Dup15q11–13

eIF4E 
НС!РАС

И!РАС

Известные генетические основы, активность mTORC1 и белков сопряженных с ним сигнальных путей, морфологические
и функциональные аномалии мозга и моделирование на животных расстройств аутистического спектра#

Животные
модели

мыши с услов!
ным нокаутом 
гена Tsc1 (Tsc1+/−! 
мыши); мыши с
условным нокау!
том гена Tsc2
(Tsc2+/−!мыши)

Fmr1 KО

мыши Pten KO
или нокдаун

мыши NF1 KO

мыши с делеци!
ей UBE3A

мыши Mecp2+/−,
Mecp2 −/−

нокдаун
SHANK3; 
дупликация
SHANK3

дупликация
BP2!BP3
(patDp/+); свер!
хэкспрессия ге!
на CYFIP1

мыши со сверх!
синтезом белка
eIF4E

мыши с индуци!
рованными валь!
проатом анома!
лиями развития;
мыши BTBR
T +Itpr3tf/J

Морфологические и функциональные
аномалии мозга

мегалэнцефалия; нарушение синаптичес!
кого прунинга; гипомиелинизация; сверх!
возбудимость синапсов астроглиоз; дис!
плазии нейронов; множественные ано!
мально длинные аксоны; аномальные
межнейрональные связи

обилие незрелых форм шипиков; высокая
плотность дендритных шипиков; избыток
синапсов; повышенная частота патологии
нейронов; увеличение объёма гиппокампа

макроцефалия; мегалэнцефалия; анома!
лии миелинизации; гипертрофия тела
нейронов; высокая плотность дендритных
шипиков; увеличение длины дендритов;
повышенная плотность нейронных связей

макроцефалия; увеличение объёмов бело!
го и серого вещества; нарушение целост!
ности белого вещества; аномалии мигра!
ции нейронов; астроглиоз

микроцефалия; увеличение объёма моз!
жечка и гиппокампа; нарушение миелини!
зации; аномалии морфологии дендритных
шипиков; снижение плотности шипиков;
снижение ветвления и длины дендритов

уменьшение размеров нейронов; повы!
шенная плотность нейронов; астроглиоз;
снижение ветвления дендритов; понижен!
ная плотность шипиков; аномалии созре!
вания в коре и гиппокампе; сниженное
число глутаматергических синапсов

аномалии нейронов и синаптической про!
водимости в кортикальных слоях и в поло!
сатом теле; снижение плотности шипиков;
снижение плотности нейронных связей

аномалии морфологии нейронов и нейро!
медиаторных систем

увеличение плотности дендритных шипи!
ков; нарушение синаптической пластич!
ности; снижение возбудимости; нарушение
LTP в префронтальной коре и гиппокампе

макроцефалия; повышение плотности
нейронов в некоторых областях мозга;
снижение численности клеток Пуркинье;
астроглиоз и активация микроглии; ано!
малии миелинизации; изменение плот!
ности дендритных шипиков

Активность mTORC1 и
белков сопряжённых с
ним сигнальных путей

отсутствуют функцио!
нально активные белки
TSC1 или TSC2; консти!
тутивная активация
mTORС1

повышение активности
mTORС1 при посредстве
PI3K; снижение концен!
трации белка FMRP

конститутивно высокая
активность mTORC1 при
посредстве PI3K

повышенная активность
RAS/MAPK (ERK); по!
вышенная активность
PI3K; повышенная ак!
тивность mTORC1; ин!
гибирование TSC2;
снижение содержания
нейрофибромина

повышенная активность
mTORC1; пониженная
активность mTORC2;
нарушение экспрессии
убиквитин!протеинлига!
зы E3A; изменение ко!
личества Arc

пониженная активность
mTORC1; снижение со!
держания BDNF; сниже!
ние содержания MECP2

пониженная активность
mTORC1

повышенная активность
mTORC1

повышение активности
промотора гена EIF4E

повышенная или пони!
женная активность
mTORС1; снижение син!
теза PI3K, Akt, mTOR,
p!mTOR, p70S6K и
eIF4B

Генетические
основы

мутация TSC1
или TSC2

экспансия
повтора CGG
5′!UTR гена
FMR1

мутация с по!
терей функции
гена протеин!
фосфатазы
PTEN

мутации гена
NF1

делеция в
15q11–13 или
мутация с по!
терей функции
гена UBE3A,
локализованно!
го на 15q11–13

мутация с по!
терей функции
гена MECP2;
мутация
CDKL5

микроделеция
22q13, затраги!
вающая локус
гена SHANK3

дупликация
15q11–13; уве!
личение дозы
гена CYFIP1;
увеличение до!
зы гена UBE3A

мутации в об!
ласти промо!
тора гена
EIF4E

неизвестны

# Таблица составлена на основании публикаций: [11, 37, 40–62].
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кую активность у животных, лабораторных мо!
делей КТС с делецией TSC1 в нейронах или аст!
роцитах, и в экспериментах на таких животных,
демонстрирующих аномальное поведение и ког!
нитивные нарушения, рапамицин уменьшал
степень выраженности этих аномалий [66].

В фазе III клинических испытаний эвероли!
мус достоверно позволял контролировать эпи!
лептические припадки у больных с КТС с реф!
рактерным эпилептическим статусом [67].
В настоящее время ингибиторы mTOR исполь!
зуются для лечения связанных с КТС невроло!
гических проявлений у детей и взрослых, но
применение рапамицина и его производных ог!
раничено из!за осложнений и побочного
действия. В отдельных клинических исследова!
ниях рапамицина и его производных сообща!
лось о положительной динамике аутистических
симптомов и улучшении когнитивного функци!
онирования при КТС, однако в других исследо!
ваниях говорилось либо об отсутствии положи!
тельного влияния этих препаратов на когнитив!
ные способности детей с КТС, либо эти способ!
ности не оценивались [68]. Можно предполо!
жить, что препараты, одобренные для примене!
ния у детей с 3!летнего возраста и опробован!
ные в клинике, применялись слишком поздно и
не были способны «обратить» патологию разви!
тия ЦНС, тогда как, возможно, при более ран!
нем применении они могли бы её предотвра!
тить. Тем более ценными кажутся единичные
обследования детей в возрасте до 2 лет [69]. Этот
вопрос будет затронут далее в разделе PTEN!
РАС (экспериментальные данные по моделиро!
ванию патологии на мышах).

Ограниченность применения рапамицина и
его производных в терапии (в т.ч. неврологичес!
ких проявлений) объясняется также существо!
ванием обратной связи – опосредуе!
мой p70S6K1 петли регуляции сигналинга PI3K.
p70S6K1 – субстрат mTORC1 – фосфорилирует
субстрат рецептора инсулина (IRS!1), блокируя
инсулин!опосредованную активацию сигналь!
ного пути PI3K/Akt (рисунок). Кроме того, ра!
памицин подавляет не все функции mTORC1:
он блокирует фосфорилирование mTORC1 ки!
назы p70S6K1, но практически не ингибирует
фосфорилирование белка 4E!BP1, что может
приводить к стимуляции других частей каскада
mTOR (например, 4E!BP1) [21].

Сигнальный путь mTOR играет критическую
роль для нормального клеточного роста и выжи!
вания, и все последствия, которые может ока!
зать его ингибирование и/или активация на раз!
вивающийся мозг, ещё до конца не изучены.

Проводятся исследования с использованием
плюрипотентных перепрограммированных ство!

ловых клеток (ППСК), полученных от боль!
ных КТС, и клеток!онтогенетических предшест!
венников нейронов, в которых изучается роль
ранних событий, происходящих в сигнальных
каскадах, в онтогенезе и развитии РАС [70]. Так,
например, ППСК от пациента с КТС, несущие
мутацию гена TSC1, были подвергнуты диффе!
ренцировке в клетки!предшественники нейро!
нов. В гетерозиготном и нулевом вариантах кле!
ток наблюдались активация mTORC1 и
MEK/ERK и усиление пролиферации и роста
нейритов. Активация mTORC1 приводила к
фосфорилированию и высвобождению ингиби!
торного 4E!BP1 из комплекса с eIF4E, что поз!
воляло сформироваться активному комплексу
eIF4F. Рапамицин подавлял активацию mTORC1,
но не оказывал влияния на повышенную проли!
ферацию и образование отростков у клеток!
предшественников. Кроме того, оказалось, что
под действием рапамицина усиливалась повы!
шенная базовая активность MEK/ ERK и акти!
вировался альтернативный механизм опосредо!
ванного MNK (киназой, взаимодействующей с
MAPK) фосфорилирования и активации
eIF4F (рисунок) [71]. Полностью блокировать
эффекты, вызванные отсутствием TSC1, удава!
лось лишь совместной обработкой рапамици!
ном и eFT508 – ингибитором MNK.

Полученные данные указывают на то, что
ранние события, вызванные отсутствием TSC1,
зависят не только от активации mTORC1. Регу!
ляция трансляции в нейронах, опосредованная
MEK/ERK и MNK!eIF4E, тоже может играть
роль в аспектах КТС, связанных с нарушениями
в центральной нервной системе. И, возможно,
что при разработке фармакологических подхо!
дов совместное применение ингибиторов mTOR
и MNK будет более эффективно, чем примене!
ние одного рапамицина и его производных. Для
этого необходимы дальнейшие исследования
протеома и транслятома (мРНК) как до, так и
после обработки ингибиторами mTOR и MNK
клеток!предшественников нейронов, выделен!
ных от пациентов с КТС [70].

Синдром ломкой Х6хромосомы (X6ФРА, синд6
ром Мартина–Белл). X!ФРА – это наиболее из!
вестный синдром, ассоциированный с задерж!
кой психического развития и РАС, причём диаг!
ноз РАС имеют 30–50% больных с X!ФРА [72].

Чаще всего синдром обусловлен экспансией
повтора CGG в 5′!UTR гена FMR1 (fragile X men�
tal retardation 1), что приводит к гиперметилиро!
ванию и снижению экспрессии гена. При пол!
ностью мутантном гене (>200 повторов) отсут!
ствует продукт гена – белок, ассоциированный с
синдромом ломкой X!хромосомы (FMRP).
FMRP – это РНК!связывающий белок, участву!
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ющий в регуляции трансляции, зависимой от
BDNF и метаботропных глутаматных рецепто!
ров 1 (mGluR1) – процесса, лежащего в основе
синаптической пластичности. Поэтому измене!
ние интенсивности синтеза белка играет важ!
ную роль в неврологических проявлениях X!
ФРА [73] (рисунок). FMRP служит репрессором
трансляции, специфически (селективно) связы!
ваясь с последовательностями ряда мРНК и по!
лирибосомами. Многие мРНК, являющиеся его
мишенями, кодируют важнейшие белки, необ!
ходимые для созревания, стабилизации и эли!
минации при перестройке синапсов, причем из!
вестно, что гены, которые кодируют эти белки,
ассоциированы с риском РАС: SHANK3, PTEN,
TSC2, NF1, CYFIP1, NLGN3 и NRXN1 [73, 74].
При X!ФРА часто развивается эпилепсия, наб!
людаются множественные аномалии структур
мозга (таблица), что влияет на его функции и
синаптическую пластичность, а in vitro в клеточ!
ных линиях нейронов, полученных из ППСК
больных с X!ФРА, наблюдаются структурные
аномалии (уменьшение размеров тела и длины
отростков) [42].

У нокаутных мышей Fmr1 KO развиваются
аномалии нервной системы, сходные с проявле!
ниями патологии у пациентов с X!ФРА [43].

В постмортальном мозге больных с X!ФРА
обнаружены аномалии каскадов белкового фос!
форилирования, включая сигнальный путь
mTOR [44]. Роль каскада mTOR в X!ФРА остает!
ся до конца не выясненной, но исследования
позволили идентифицировать механизмы, по!
средством которых FMRP может регулировать
mTOR, и наоборот. Так, FMRP может подавлять
трансляцию многих мРНК, например, глута!
матного рецептора mGLuR5 и белков пути
PI3K/Akt/mTOR [73]. Участие этих каскадов в
регуляции социального поведения, обучения,
памяти обусловлено тем, что они необходимы
для регуляции белкового синтеза, индуцируемо!
го mGluR группы 1 (Gp1), обеспечения синап!
тической проводимости и формирования шипи!
ков [44, 45].

При биохимических исследованиях нокаут!
ных мышей Fmr1 KO были получены несколько
различающиеся результаты, что, возможно, объ!
ясняется различными экспериментальными ус!
ловиями. Но есть свидетельства того, что у этих
мышей усилена активность сигнального каскада
mTORC1 и повышено образование комплекса
инициации трансляции в мозге. Это обусловле!
но, как минимум частично, усиленной трансля!
цией мРНК, кодирующих субъединицу p110δ
киназы PI3K и (PIKE)!S – энхансера!активато!
ра PI3K, позитивно регулирующих активность
mTORC1 и активность всего связанного с ним

каскада [75]. Все эти находки свидетельствуют о
том, что помимо мРНК!связывающей актив!
ности, FMRP также играет роль регулятора ини!
циации трансляции, опосредуемой PI3K/
mTORC1, так как FMRP участвует в регуляции
PI3K (рисунок) [75].

Поскольку у мышей Fmr1 KO, лабораторных
моделей X!ФРА, при стимуляции активности
каскада PI3K/Akt/mTOR симптомы, связанные
с РАС, вероятно, обусловлены усиленной транс!
ляцией белка в синапсах и спровоцированным
высоким отношением E/I в ключевых нервных
путях, на этих мышах было опробовано фарма!
кологическое ингибирование пути PI3K [76].
При этом наблюдалось ослабление дефицита,
связываемого с симптомами РАС. Важно, что
ингибирование PI3K или mTORC1 нормализо!
вало избыточный синтез синаптических белков
в нейронах мышей [76]. Кроме того, у мы!
шей Fmr1 KO делеция в гене, кодирующем
p70S6K1, и фармакологическое или генетичес!
кое подавление фосфорилирования eIF4E (т.е.
мишеней обоих путей – ERK и mTORC1) (рису!
нок) предотвращали формирование дефектов
дендритных шипиков, изменение синаптичес!
кой пластичности, усиленный синтез белка и
развитие связанного с РАС поведенческого фе!
нотипа [77]. Это указывает на то, что усиление
сигналинга mTORC1 и cap!зависимой трансля!
ции играет роль в патофизиологии X!ФРА.

Вместе с тем известно исследование, пока!
завшее, что гиперактивация mTOR вследствие
утраты функции TSC2 парадоксальным образом
привела к снижению синтеза белка в гиппокам!
пе, и этим проявлениям (а также поведенческим
и электрофизиологическим аномалиям) проти!
водействовали как фармакологическая актива!
ция mGluR5, так и делеция Fmr1 [78]. Следова!
тельно, сигнальные взаимодействия FMRP и
mTOR сложные и разветвленные, и их наруше!
ние потенциально может привести к РАС.

Так, открыт ещё и такой механизм связи
FMRP с mTOR, как регуляция трансляции на
стадии инициации посредством связывания
комплекса CYFIP1/FMRP с eIF4E (рисунок).
Сигнальные каскады фосфорилирования, ини!
циируемые BDNF и mGluR, активируют путь
MNK, что, в свою очередь, приводит к усиле!
нию фосфорилирования eIF4E, ослаблению
связей в комплексе CYFIP1/FMRP/eIF4E и уси!
лению высвобождения eIF4E из комплекса с
CYFIP1/FMRP, что позволяет взаимодейство!
вать eIF4E с eIF4G, и при этом осуществляется
трансляция связанной мРНК (рисунок) [71].

На сложность взаимодействий различных
систем белкового фосфорилирования указывает
возможное вовлечение казеинкиназы 2: стало
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известно, что она конститутивно фосфорилиру!
ет FMRP по остатку S499, и это стимулирует
дальнейшее фосфорилирование FMRP по дру!
гим сайтам [79]. Более того, FMRP является ми!
шенью киназы p70S6K1 – члена семейства сиг!
нального каскада mTOR, таким образом, транс!
ляция, регулируемая репрессором FMRP, зави!
сит от активности пути mTOR (рисунок).

Синдромная форма PTEN6РАС, ассоцииро6
ванная с мутацией гена PTEN. PTEN!ассоцииро!
ванная «моногенная» форма РАС связана с гете!
розиготным вариантом мутации с потерей
функции PTEN. Морфологические аномалии
головного мозга при PTEN!РАС приведены в
таблице. Хотя умственная отсталость наблюда!
ется примерно у 20% пациентов с мутацией
PTEN, распространенность РАС среди этих па!
циентов не оценивалась. Наоборот, частота
встречаемости мутации PTEN среди пациентов с
РАС с макроцефалией оценена: она варьирует в
пределах 7–27% [46].

Ген PTEN кодирует липид! и протеинфосфа!
тазу PTEN (гомолог фосфатазы и тензина),
ключевой фермент в росте клеток, пролифера!
ции, выживании. PTEN противодействует
функции киназы PI3K (путём дефосфорилиро!
вания PIP3) [80] и, подобно TSC1/2, осущест!
вляет негативный контроль активности каскада
mTORC1 [81] (рисунок). Отсутствие контроля
со стороны PTEN способствует неконтролируе!
мому образованию PIP3 под действием PI3K,
что приводит к усилению активности Akt и ги!
перактивации mTORC1 [81]. Таким образом, де!
фицит активности PTEN влечет за собой конс!
титутивную активацию управляемых ею каска!
дов Akt/mTORC1.

Опубликованных результатов обследований
пациентов с PTEN!РАС немного, тем не менее в
них отмечались патология структур мозга и на!
личие эпилептических приступов [47].

В более многочисленных исследованиях на
мышиных моделях (генетический нокаут или
нокдаун), моделирующих дефицит PTEN, были
получены ключевые данные о роли PTEN в
центральной нервной системе и связи между
повышенной активностью каскада mTORC1 и
неврологическими и поведенческими аномали!
ями мутантных мышей. Патологические изме!
нения в центральной нервной системе живот!
ных включали эпилептиформные припадки,
макроцефалию, гипертрофию нейронов и аст!
роцитов во всех структурах мозга и другие ано!
малии [48].

Применение рапамицина или ингибиторов
киназы p70S6K1 в раннем периоде развития мы!
шей, моделирующих PTEN!РАС, предотвраща!
ло развитие нарушений нервной системы и

РАС!подобных поведенческих аномалий [48],
благодаря чему, во!первых, было достигнуто по!
нимание связи между усиленной активностью
сигнального каскада mTORC1 и неврологичес!
кими и поведенческими аномалиями мутантных
мышей. Во!вторых, оказалось, что эффект от
применения ингибиторов наблюдается лишь
при наиболее раннем применении, т.е. достига!
ется при предотвращении развития аномалий
мозга, но не обращает их вспять. Однако оказа!
лось, что рапамицин лишь частично компенси!
рует фенотип, обусловленный потерей функции
PTEN, тогда как полный эффект достигается
лишь при действии ингибитора Akt [82], следо!
вательно, в развитие неврологических феноти!
пов, связанных с утратой функции PTEN, вно!
сят вклад Akt!зависимые пути.

Хотя изменения роста, пролиферации, миг!
рации глиальных клеток и образования миели!
на, наблюдаемые у животных моделей, могут
иметь отношение к патогенезу РАС, необходи!
мы дальнейшие исследования для того, чтобы
понять, в какой мере эти аномалии связаны
именно с избыточной активацией mTORC1, и
как они влияют на поведение при РАС.

Несмотря на то, что в мозге мышей, модели!
рующих PTEN!РАС, наблюдаются невропато!
логические особенности, сходные с теми, что
описаны у пациентов с PTEN!РАС [48], и они
могут быть связаны отчасти с усилением сиг!
нальной активности mTORC1, окончательного
понимания связи не достигнуто, и вопрос требу!
ет углубленного изучения.

Также интересна связь пути mTOR с еще од!
ним регуляторным фактором, влияющим на ма!
нифестацию аутизма – белком!предшественни!
ком бета!амилоида (APP) [83]. В синапсах при
аутизме обнаружена повышенная концентра!
ция APP, что ведёт к ещё большим нарушениям
сигнальных путей PI3K/Akt/mTOR, которые
обусловлены мутацией PTEN [84].

Нейрофиброматоз типа 1 (НФ1). НФ1 относят
к «RAS!патиям», т.е. генетическим заболевани!
ям, обусловленным мутациями в генах, кодирую!
щих белки каскадов Ras/MAPK [20, 85]. У боль!
шой доли пациентов с мутациями, относящими!
ся к пути Ras/MAPK, включая довольно редкие
синдром Ульриха–Нунан, кардио!фацио!кута!
неальный синдром (КФКС) и синдром Костел!
ло, проявляются симптомы РАС. Это подтверж!
дает предположение о том, что в этих случаях
РАС – общий результат усиленной активности
Ras/MAPK [86]. Действительно, MAPK/ERK
фосфорилирует и ингибирует TSC2, что приво!
дит к сверхактивации mTORC1 (рисунок).

При НФ1 приблизительно в 15–18% случаев
наблюдаются когнитивные нарушения и может
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выставляться диагноз РАС, а в целом аутисти!
ческие симптомы наблюдаются значительно ча!
ще. НФ1 также характеризуется предрасполо!
женностью к развитию опухолей (нейрофиб!
ром) [86]. НФ1 обусловлен мутациями с потерей
функции гена NF1, кодирующего нейрофибро!
мин. Ген NF1 экспрессируется в нейронах и гли!
альных клетках. Нейрофибромин – негативный
регулятор Ras, активирующий Ras ГТФазу (ри!
сунок), поэтому дефект NF1 запускает актива!
цию сигнального каскада Ras. Первые свиде!
тельства участия mTORC1 в патологии НФ1 бы!
ли получены, когда было обнаружено, что Ras
может индуцировать активацию PI3K и после!
дующее ингибирование TSC2 киназой Akt, с
усилением активности mTORC1 в эмбриональ!
ных фибробластах и астроцитах NF1!нокаутных
мышей и в клетках, выделенных из опухолей от
больных с НФ1. Однако позже было показано,
что NF1 регулирует пролиферацию глиальных
клеток и рост глиом посредством Akt/mTORC1!
зависимого, но TSC/Rheb!независимого меха!
низма [87] (рисунок). У пациентов с НФ1 наб!
людаются общие невропатологические призна!
ки [49], и у ~10% больных с НФ1 развиваются
эпилептиформные приступы. Эти аномалии
воспроизводятся при моделировании НФ1 на
мышах [50].

Как в экспериментальных, так и в клиничес!
ких работах показано, что применение ингиби!
торов mTORC1 благоприятно сказывается, со!
ответственно, как на состоянии животных, мо!
делирующих НФ1, так и на состоянии больных
НФ1: снижается рост нейрофибром и опухолей!
глиом. Это указывает на регуляцию функций
различных типов клеток нервной системы по!
средством пути mTOR [88]. Однако действие ин!
гибиторов mTORC1 на нейрокогнитивные или
поведенческие функции при РАС, ассоцииро!
ванных с НФ1, не изучалось.

Заметим, что утрата функции NF1 не только
в астроцитах, но и в нейронах приводит к астро!
глиозу, что свидетельствует о включении в мозге
автономного внеклеточного механизма [87]. Од!
нако необходимы дальнейшие исследования
связи глиальных и нейрональных нарушений и
пролиферации именно с РАС!ассоциирован!
ным поведением. Особенно важным было бы
проведение исследований, в которых оценива!
лось бы влияние ингибиторов mTORC1 на про!
явление аутистических симптомов при НФ1.

Другие невропатологические особенности
НФ1 пока не связывают с нарушением актив!
ности mTORC1, так, нарушение миграции ней!
ронов и долговременной потенциации (LTP) за!
висят от сигнального каскада регулируемой
внеклеточными сигналами киназы ERK [51].

Синдром Ангельмана (СА). Пациенты с СА
характеризуются существенным недоразвитием
речи, нарушением моторных функций, и боль!
шая доля пациентов с СА соответствует диаг!
ностическим критериям РАС, распространён!
ность которых при СА оценивается в
~34–50% [89]. Большинство случаев СА обус!
ловлены мутацией аллеля на материнской хро!
мосоме с потерей функции гена UBE3A в нейро!
нах. Ген UBE3A кодирует белок убиквитин!про!
теинлигазу E3A, которая убиквитинилирует
другие белки, помечая и определяя их в качест!
ве мишеней деградации. Ген UBE3A локализован
в кластере генов на хромосомном локу!
се 15q11–13 [52].

Аномалии мозга при СА приведены в табли!
це [35, 53]. Нарушения развития нервной систе!
мы при СА воспроизводятся на мышиных моде!
лях с материнской мутацией в Ube3a [35]. В ос!
нове патологии и неврологических аспектов СА
лежит дефицит развития синапсов. Более того, в
целом происходит более выраженное снижение
активности ингибиторных, чем возбуждающих
путей, что, возможно, объясняет подвержен!
ность эпилептическим припадкам больных СА.
У мышей, моделирующих СА посредством деле!
ции гена UBE3A, наблюдается гиперактивация
сигнального пути mTORC1 и снижение актив!
ности mTORC2 [35]. Интересно, что активация
mTORC2 восстанавливает до нормальных уров!
ней LTP на переживающих срезах мозга, что, ве!
роятно, указывает на важную роль, которую иг!
рает взаимное регулирование комплексов
mTORC2 и mTORC1 (рисунок) [35].

Аномалии в центральной нервной системе
при СА возникают в результате повышенного
уровня белков!мишеней UBE3A в постсинапти!
ческом пространстве, одним из которых являет!
ся ассоциированный с цитоскелетом белок Arc.
Функции белка Arc связаны с интернализацией
α!amino!3!hydroxy!5!methyl!4!isoxazole propionic
acid (AMPA), рецепторов глутамата в возбуждаю!
щих синапсах. У мышей, моделирующих СА и
мутантных по UBE3A, нарушение LTP обусловле!
но главным образом повышением уровня Arc
вследствие снижения его убиквитинилирования
UBE3A и, как следствие, сниженной деградаци!
ей. Поскольку трансляция Arc регулируется
FMRP – белком, ответственным за формирова!
ние синдрома X!ФРА, предполагалось, что гипер!
экспрессия Arc является точкой пересечения па!
тофизиологии СА и X!ФРА, а ингибирование
mGluR5 сможет скорректировать аномалии фе!
нотипа СА так же, как и при синдроме X!
ФРА [90]. Возможно, повышенные уровни Arc
являются результатом усиленной активности
mTORC1 и активации его мишени p70S6K1 в
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мозге моделирующих СА мышей, запущенных
усиленным ингибированием фосфорилирования
TSC2 и снижением убиквитинилирования в от!
сутствие UBE3A [35, 91], хотя данные недоста!
точны, и точный механизм ещё неизвестен. Воз!
действие рапамицином или ингибитором кина!
зы p70S6K1 снижало уровень Arc и нормализова!
ло плотность дендритных шипиков, морфоло!
гию клеток Пуркинье и пирамидальных клеток, а
также LTP и, как следствие, устраняло моторную
дисфункцию и дефицит обучения у мышей, мо!
делей СА [35, 91]. Это свидетельствует о возмож!
ности влияния на синаптическую пластичность у
больных с СА и общее функционирование нерв!
ной системы таких пациентов посредством нор!
мализации активности mTOR. Однако, учитывая
факт, что связь между mTORC1, mTORC2 и де!
фицитом UBE3A изучена недостаточно, необхо!
димы дальнейшие исследования, направленные
на выяснение вопроса о том, как связаны анома!
лии мозга пациентов с СА с нарушением равно!
весия активностей mTORC1 и mTORC2, и можно
ли возлагать надежды на mTORC1/mTORC2!
направленную терапию СА.

Синдром Ретта (СР). Хотя при СР и ФМС
каскад mTOR затрагивается лишь косвенно (мо!
лекулярные «отклонения от нормы» лежат «вне»
каскада mTOR), эти синдромы можно считать
«вторичными» проявлениями нарушения ак!
тивности каскада mTOR, которые могут вносить
вклад в развивающиеся при этих синдромах ау!
тистические симптомы.

СР носит характер прогрессирующего ней!
роонтогенетического расстройства, наступаю!
щего после начального периода нормального
перинатального развития. Хотя этот синдром
исключен из списка РАС в пятой редакции Ди!
агностического и Статистического Руководства
по Психическим Расстройствам (DSM!5), у де!
тей с СР часто наблюдается аутистическое пове!
дение, и встречаемость симптомов РАС при СР
у девочек оценивается в ~61% [89].

СР обусловлен мутацией в гене MECP2 на Х!
хромосоме с утратой его функции, ген кодирует
метил!CpG!связывающий белок 2, контролиру!
ющий экспрессию генов и ремоделирование
хроматина. Структурно!функциональные ано!
малии мозга при СР представлены в таблице.
Аномалии структуры нейронов воспроизводят!
ся в моделях СР на грызунах [54] и моделях
in vitro с использованием MECP2!дефицитных
нейронов, полученных из ППСК [92].

Хотя механизм, лежащий в основе наблюда!
емых явлений, пока не совсем ясен, в моделях с
мутацией MECP2, вызывающей фенотипичес!
кие проявления СР, обнаружено снижение бел!
кового синтеза и активности mTORC1 [20].

Кроме мутации гена MECP2 у детей с СР, вы!
явлены мутации других генов, в частности ге!
на CDKL5, кодирующего киназу, подобную цик!
линзависимой киназе 5. Интересно, что актив!
ность mTORC1 также снижена и у мышей, несу!
щих мутацию CDKL5, что свидетельствует об об!
щей причине «типичного» и «атипичного»
СР [93].

В отличие от большинства РАС!ассоцииро!
ванных mTOR!патий, нейроны мышей!моделей
Mecp2+/– и Mecp2–/– [55], а также нейроны, про!
изводные от MeCP2!дефицитных человеческих
ППСК [94], демонстрируют пониженные сиг!
нальную активность mTORC1, транскрипцион!
ную активность и скорость синтеза белка.

Хотя механизм, посредством которого
MeCP2 регулирует сигналинг mTORC1, еще до
конца не выяснен, обнаружено, что у мышей,
моделирующих СР, снижены уровни BDNF, что,
возможно, и приводит к снижению активности
путей PI3K/mTORC1 (рисунок) [55].

Воздействие на нейроны, производные из
MeCP2!дефицитных ППСК, экзогенными
факторами роста (IGF!1 или BNDF) или гене!
тическое «выбивание» PTEN интенсифицирует
синтез белка посредством усиления сигнальной
активности PI3K/mTORC1 и нормализует раз!
мер сомы и образование и ветвление отрост!
ков [94]. Хотя необходимы дальнейшие иссле!
дования для того, чтобы понять, как дисфунк!
ция белка MeCP2 приводит к развитию СР, уже
сейчас можно сказать, что все находки свиде!
тельствуют о связи дефектов глобального конт!
роля транскрипции и опосредованной
PI3K/mTORC1 трансляции с патогенетически!
ми механизмами СР и, возможно, аутистичес!
кими симптомами.

Синдром Фелан–МакДермид (ФМС). ФМС –
нейроонтогенетическое расстройство, обуслов!
ленное микроделецией 22q13, затрагивающей
локус гена SHANK3. Ген SHANK3 кодирует со!
держащий SH3!домен и множественные анки!
риновые повторы белок 3 (SHANK3). SHANK3 –
структурный белок постсинаптической плот!
ности, ответственный за ассоциацию и поддер!
жание структуры комплексов глутаматных ре!
цепторов в синапсах, который, как полагают,
отвечает за развитие клинической картины за!
болевания [95]. Около 80% пациентов с ФМС
получают диагноз РАС. У мышей, моделирую!
щих генетическую аномалию – делецию
SHANK3 (как глобально, так и только в глутамат!
ергических нейронах), обнаружены аномалии
нейронов и синаптической проводимости [56].

Фосфопротеомные исследования нейронов
грызунов, лабораторных моделей ФМС с нокда!
уном гена SHANK3, выявили снижение фосфо!



рилирования Akt и mTORC1, и закономерности
воспроизводились на полученных из ППСК
нейронах от пациентов с ФМС [57]. Это сниже!
ние было обусловлено накоплением CDC!по!
добной киназы 2 (CLK2) – негативного регуля!
тора Akt, вследствие отсутствия SHANK3, а ин!
гибитор CLK2 улучшал социальные взаимодей!
ствия животных с делецией SHANK3 [57]. Важно
отметить, что у мышей с дупликацией SHANK3
обнаруживалось сниженное фосфорилирование
mTOR в мозге при нормальном уровне фосфо!
рилирования Akt, что является отличительной
чертой молекулярного механизма этой моде!
ли [58]. В опытах in vitro введение гена SHANK3
дикого типа в нейроны, выращенные из инду!
цированных ППСК пациентов с ФМС, восста!
навливало нормальный фенотип [96]. SHANK3,
вероятно, вовлечён в путь, модулирующий ак!
тивность mTOR, но подробности взаимодей!
ствий предстоит изучить в будущем.

Поскольку, в отличие от остальных С!РАС,
рассмотренных выше, при СР и ФМС сигналь!
ная активность mTORC1 не повышена, а, нао!
борот, снижена, непонятно, связана ли аберрант!
ная работа каскада mTOR с поведенческим фе!
нотипом или же это непрямой результат нейро!
нальной дисфункции, обусловленной мутацией.
Воздействие на животных, моделирующих СР,
IGF!1 приводило к увеличению продолжитель!
ности жизни, изменениям в морфологии и фи!
зиологии нейронов, восстанавливало работу
возбуждающих нейромедиаторных систем [96].
IGF!1 в настоящее время проходит клиничес!
кие испытания при СР и ФМС, и известно, что
сигналинг IGF!1 реализуется посредством пути
PI3K и повышает активность mTORC1 [97], хотя
функция mTORC1 в этих исследованиях напря!
мую не изучалась.

Синдром Аспергера. Ещё одно расстройство,
отнесённое к спектру РАС по современной меж!
дународной классификации болезней МКБ!
10, – это синдром Аспергера. Известны две пуб!
ликации [98, 99] с описанием двух отдельных
случаев, когда постановку такого диагноза уда!
лось связать с генетическими аномалиями, при!
чём в одном случае – с мутацией гена, кодирую!
щего SHANK3, а в другом – с дупликацией
22q13. В большинстве же случаев это расстрой!
ство, по!видимому, следует отнести к И!РАС,
поскольку причины его неизвестны, и, к сожа!
лению, неизвестны работы, в которых бы изуча!
лись каскады белкового фосфорилирования при
данной патологии.

Все перечисленные сведения позволяют
высказать предположение о том, что может су!
ществовать некий диапазон активности сиг!
нального каскада mTOR, сохранение внутри ко!

торого необходимо для правильного функцио!
нирования мозга, а выход за диапазон приводит
к поведенческим аномалиям. Детально данная
ситуация была смоделирована математичес!
ки [100].

СИГНАЛЬНЫЕ КАСКАДЫ, ВКЛЮЧАЯ
mTORC1, ПРИ НЕСИНДРОМНЫХ (НС6РАС)

НЕ МОНОГЕННЫХ ФОРМАХ РАС

Дупликация 15q11–13 (Dup15q). Унаследо!
ванные по материнской линии дупликации
15q11–13 – один из наиболее часто встречаю!
щихся вариантов НС!РАС, он обнаруживается у
~1–2% пациентов с РАС и свидетельствует о
том, что гены, находящиеся в этой области, бу!
дучи представленными в нескольких копиях,
могут приводить к развитию РАС. Делеции в
этой же области приводят к синдрому Праде!
ра–Вилли или СА в зависимости от того, уна!
следована ли делеция по отцовской или материн!
ской линии соответственно, а, как обсуждалось
выше, аутистические симптомы обычны для па!
циентов с СА. Нестабильность генома в этой об!
ласти опосредована наличием пяти тандемных
повторов с низким числом копий, обозначае!
мых BP1–BP5 (Breakpoints). Заметим, что хотя
дупликации по отцовской линии не характери!
зуются высокой пенетрантностью, на мышиной
модели с унаследованной по отцовской линии
дупликацией района BP2–BP3 (мыши patDp/+)
обнаружено расстройство поведения, напоми!
нающее симптомы, наблюдаемые при РАС, а
также нарушения развития мозга [59].

Кроме того, есть указания на то, что область
между BP1 и BP2 (15q11.2) также является «го!
рячей точкой», критичной для проявления РАС,
и что гены, локализованные в этой области,
важны для нормального функционирования
нервной системы и поведенческих функ!
ций [101]. Из четырёх генов!кандидатов, лока!
лизованных между BP1 и BP2, ген CYFIP1 явля!
ется наиболее важным кандидатом на роль,
обусловливающую РАС [37]: его продукт напря!
мую взаимодействует с FMRP и eIF4E и служит
посредником в репрессии трансляции посред!
ством FMRP в мозге (рисунок), а также регули!
рует полимеризацию актина при ремоделирова!
нии цитоскелета посредством взаимодействия с
ГТФазой Rac1 (из семейства малых G!белков).
Показано, что уровни белка CYFIP1 повышены
в клетках лимфобластомы и постмортальной
ткани мозга пациентов с РАС, имеющих дупли!
кацию Dup15q [37], и сверхэкспрессия кодиру!
ющего его гена в культивируемых нейронах че!
ловека и мыши приводит к аномалиям структу!

БОКША и др.
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ры нейронов. Сходные аномалии проявляются и
у мышиных моделей с избыточным синтезом
белка CYFIP1 [37].

Заметим, что сверхактивация mTORC1 свя!
зана с увеличением размеров нейронов и уси!
ленным ветвлением нейритов в культуре нейро!
нальных клеток со сверхэкспрессией CYFIP1 в
локусе 15q11.2, ассоциированном с риском
РАС [37]. С другой стороны, в моделях СР сни!
женная активность mTORC1 связана со сниже!
нием размеров нейронов и аномалиями ветвле!
ния нейритов [94]. Это свидетельствует о том,
что для поддержания должного размера нейро!
нов и мозга и нормального паттерна ветвления
нейритов нужен оптимальный уровень актив!
ности сигналинга mTORC1, а вызываемые нару!
шением регуляции активности mTORC1 анома!
лии развития нервной системы могут вносить
вклад в развитие симптомов РАС.

Однако необходимы дальнейшие исследова!
ния, чтобы ответить на вопрос о том, проявляют
ли трансгенные CYFIP1!мыши аутистические
черты, характерные для поведения при РАС.

Важно, что при изучении постмортального
мозга носителей дупликации Dup15q больных
РАС, а также эмбрионов трансгенных мышей
CYFIP1 и культивируемых нейронов с повышен!
ным содержанием белка CYFIP1 были получе!
ны свидетельства аномального усиления сигна!
линга mTORC1. Воздействие рапамицином на
культивируемые нейроны приводило к исчезно!
вению наблюдаемых аномалий в размерах кле!
ток, ветвлении и длине отростков [37]. Свиде!
тельство гиперфункции сигналинга mTORC1
также наблюдалось в культивируемых индуци!
рованных ППСК пациентов с НС!РАС с дупли!
кацией Dup15q [102]. Все вместе эти факты сви!
детельствуют о том, что опосредованная CYFIP1
сверхактивация пути mTORC1 может вносить
вклад в патогенез РАС при дупликации Dup15q.
Учитывая данные о том, что у пациентов с
Dup15q обнаружена аберрантная активность
mTORC1 [102], представляют интерес клини!
ческие испытания, в которых была бы оценена
способность лекарств, действующих на каскад
mTORC1, облегчать поведенческие аномалии
при Dup15q.

НС6РАС, ассоциированные с eIF4E (eIF4E6
НС6РАС). mTOR в составе комплекса mTORC1
фосфорилирует связывающие eIF4E белки (4E!
BP), что приводит к высвобождению их из
комплекса с eIF4E, в результате чего eIF4E при!
обретает способность взаимодействовать с
eIF4G и eIF4A с образованием комплекса
eIF4F – критический этап в cap!зависимой
трансляции (рисунок). У некоторых пациентов с
НС!РАС обнаружены редкие мутации в промо!

торной области гена EIF4E, которые, как пред!
полагается, приводят к усилению активности
промотора [103]. У трансгенных мышей с повы!
шенным уровнем белка eIF4E и у мышей, у ко!
торых отсутствует 4E!BP2, наблюдаются анома!
лии мозга, подобные тем, что наблюдаются у
других моделей РАС, включая аномально уси!
ленную cap!зависимую трансляцию в мозге.
Воздействие на мышей, у которых отсутствует
4E!BP (нокаут EIF4EBP2) ингибитором, подав!
ляющим взаимодействие eIF4E и eIF4G, восста!
навливает синтез белка и устраняет аномалии
синаптической пластичности, а также нормали!
зует поведение, до воздействия напоминавшее
РАС. Эти факты дают основание установить
причинно!следственные связи между eIF4E!
НС!РАС и избыточной cap!зависимой трансля!
цией, а также свидетельствуют о том, что это од!
на из мишеней, посредством которой ингибито!
ры mTORC1 могут восстановить синаптическую
пластичность и устранить симптомы, характер!
ные для РАС.

Идиопатический аутизм (И6РАС). В качестве
возможных причин развития идиопатических
РАС рассматриваются воздействие факторов ок!
ружающей среды (токсины, пестициды, инфек!
ции), нарушение внутриутробного развития под
действием различных факторов, включая валь!
проевую кислоту (вальпроат) и случайные мута!
ции de novo.

Основные используемые эксперименталь!
ные модели исследования И!РАС – это живот!
ные (мыши и крысы), аномалии развития кото!
рых индуцированы вальпроатом [11], инбред!
ные мыши с фенотипическими поведенческими
проявлениями, характерными для аутизма (на!
пример, мыши BTBR T+Itpr3tf/J [60]), лабора!
торные модели материнской иммунной актива!
ции (МИА) на животных [104] и индуцирован!
ные ППСК от пациентов [10].

Интересно, что в индуцированной вальпроа!
том мышиной модели И!РАС обнаружено нару!
шение регуляции 4E!BP1 [11].

Подобно нокаутным мышиным моделям мо!
ногенных С!РАС, инбредные мыши BTBR
T+Itpr3tf/J [60] с нарушениями в когнитивной
сфере и социальном поведении могут служить
моделью для исследования И!РАС. При подроб!
ном исследовании модели BTBR T+Itpr3tf/J была
обнаружена конвергенция многих сигнальных
путей и проявления определенных нейроанато!
мических характеристик. Также обнаружено,
что рапамицин ослабляет нарушения социаль!
ного поведения этих животных. Исследования
мозга (гиппокампа) мышей показало значитель!
ное повышение уровня mTOR и фосфо!mTOR,
р70S6K1 и фосфо!p70S6K, AMPK и фосфо!



AMPK, Ulk1 и фосфо!Ulk1 [105]. Нарушения
регуляции сигнального пути mTOR и социаль!
ного поведения этих мышей исчезали при сис!
темном введении IGF!2.

Известны лишь единичные работы, посвя!
щенные исследованиям mTOR у пациентов с И!
РАС. Так, компоненты сигнального пути mTOR
и MAPK при И!РАС анализировались в клетках
периферической крови (лимфоцитах) детей
3–11 лет. Уровни экспрессии mTOR, 4E!BP1,
p70S6K1, FMRP, TSC1, TSC2 и Rheb не различа!
лись между И!РАС и контролем, но было повы!
шено содержание рибосомной субъедини!
цы 40S (rpS6) и фосфорилированной фор!
мы eIF4E. Интересно, что уровни экспрессии
компонентов этих сигнальных путей, а именно
rpS6, p!eIF4E, TSC1 и p!MNK1, различались в
зависимости от клинического диагноза (степени
выраженности аутистических симптомов) [106].

Как было установлено при изучении С!РАС,
изменения активности mTOR влияют на множе!
ство нейроонтогенетических процессов, вклю!
чая дифференцировку нервной ткани, рост ак!
сонов, миграцию клеток, формирование паттер!
на структур мозга, а при И!РАС отмечается на!
рушение всех этих процессов. В современных
работах выдвигаются гипотезы, предполагаю!
щие, что нарушение регуляции именно каскада
mTOR – центральное событие и вероятная при!
чина И!РАС [107].

В попытках связать сведения, полученные
при исследовании И!РАС (а при И!РАС обнару!
жен сниженный уровень синтеза таких белков,
как различные изоформы PI3K, Akt, mTOR,
p!mTOR, p70S6K1, eIF4B [38]), была выдвинута
гипотеза о «разветвлении» молекулярных собы!
тий!причин С!РАС и И!РАС на уровне факто!
ров инициации и элонгации белковой трансля!
ции (посредством киназы p70S6K1 – мишени
mTOR и eIF4B – мишени p70S6K1), причём ес!
ли в большинстве случаев С!РАС синтез белка
стимулируется, то при И!РАС – подавляет!
ся [38, 107].

Поскольку предполагается, что в патогенезе
И!РАС задействован не сам mTOR, а его мише!
ни, необходимо отдельно рассмотреть роль
mTOR в регуляции cap!зависимой трансляции.

Инициация белковой трансляции регулиру!
ется в мозге рядом белковых факторов инициа!
ции трансляции (eIF3, eIF4A, eIF4B, eIF4G и
cap!связывающим eIF4E). Механизм, посред!
ством которого mTOR регулирует трансляцию,
реализуется через мишени – 4E!BP или
p70S6K1. 4E!BP связывается с eIF4E и ингиби!
рует инициацию трансляции. Когда mTORC1
фосфорилирует 4E!BP1, сродство 4E!BP1 к
eIF4E снижается, что позволяет эффективно

сформироваться комплексу eIF4F, при этом по!
вышается общая интенсивность белкового син!
теза (рисунок).

Субстратами активированной киназы
p70S6K1 служат рибосомный белок S6 на субъ!
единице 40S, несколько факторов трансляции,
включая eIF4B (стимулятор геликазной актив!
ности фактора eIF4A) и eEF2K (так же, как и са!
мого mTORC1, на рисунке не показано). Таким
образом, p70S6K1 фосфорилирует и инактиви!
рует фактор репрессии трансляции eEF2K, ко!
торый фосфорилирует и инактивирует фактор
элонгации трансляции eEF2, стимулирующий
включение аминокислот в растущую полипеп!
тидную цепь. Фосфорилирование eEF2K факто!
ра eEF2 предотвращает его ассоциацию с рибо!
сомой, таким образом снижая скорость элонга!
ции, и предполагается, что данный механизм
реализуется при И!РАС [107]. Таким образом,
при И!РАС важна не только и не столько актив!
ность самого mTOR, сколько сбалансирован!
ность активностей его мишеней. При этом
предполагается, что в снижении интенсивности
синтеза белка при посредстве p70S6K1 и eIF4B
задействован также путь NGF, который здесь
играет роль дополнительного регулятора, но
насколько весом его вклад – пока неизвестно.
Тем не менее предполагается, что сами белки!
мишени регуляции mTOR – p70S6K1, eIF4B –
могут послужить новыми терапевтическими ми!
шенями фармакологического действия препа!
ратов при РАС [107].

Кроме того, по сравнению с нормальным
развитием, при И!РАС обнаружены различия в
уровнях киназы рецептора тропомиозина TrkB,
а TrkB регулирует путь Akt/mTOR (рисунок) [10,
11]. Заметим, что роль различных изоформ Trk
при РАС пока не изучена, хотя роль, которую
TrkA играет в пути NGF, известна: TrkA является
рецептором NGF, и этот путь имеет значение в
патогенезе болезни Альцгеймера и синдро!
ма Дауна.

В таблице суммированы наиболее часто
встречающиеся аномалии мозга при И!РАС.

Рассматривая данные относительно молеку!
лярной основы патологии дендритных шипиков
при РАС, можно отметить исследования
Nicolini et al. [38], показавшие, что путь
Akt/mTOR, регулирующий трансляцию белка в
дендритных шипиках, является потенциальным
молекулярным субстратом этой патологии, что,
возможно, играет роль при И!РАС. Их исследо!
вания на постмортальном мозге 11 больных с И!
РАС показали снижение активности сигналинга
mTORC1 [38]. Авторы подчеркивают, что сни!
женная активность каскада mTOR может небла!
гоприятно влиять на формирование шипиков,
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нарушая регуляцию кортикальных путей, задей!
ствованных в высших нервных функциях и по!
ведении, что обусловливает аутистический фе!
нотип. Hutsler и Zhang [61] также выдвинули ги!
потезу о том, что нарушение пути mTOR лежит в
основе аномалий формирования шипиков (их
повышенной плотности) и вносит вклад в раз!
витие И!РАС.

Однако разнобой в данных об активности
mTOR и других систем фосфорилирования при
И!РАС пока не позволяет сложить четкую кар!
тину данных. Так, в отличие от Nicolini et al.
[38], в работе Onore et al. [30] при И!РАС обна!
ружено повышение общей концентрации IRS!1
и повышение уровней фосфорилирования
PTEN, TSC2 и mTOR у больных с аутизмом по
сравнению с нормой; наблюдалась повышенная
активность пути Akt/mTOR, внеклеточной ре!
цепторной киназы и p70S6K и сниженная ак!
тивность киназы гликогенсинтазы 3α (GSK3α)
и туберина (TSC2).

Хотя описанные аномалии могут быть вы!
званы различными причинами в результате кон!
вергенции событий в ходе развития нервной
системы, исследования показывают, что в об!
ширном ряду И!РАС имеются по меньшей мере
подгруппы с отклонением сигнальной актив!
ности mTORC1 от нормы, причем, возможно,
как в сторону снижения, так и повышения.

Так, в постмортальном мозге пациентов с И!
РАС наблюдалась сверхактивация каскада
mTORC1, а также исследования показали нару!
шения аутофагии и синаптического прунинга в
детском и юношеском возрасте, приводящие к
увеличению плотности дендритных шипиков и,
следовательно, усилению возбуждающей актив!
ности [62]. С этим согласуется тот факт, что в
культивированных нейронах, производных от
индуцированных ППСК, выделенных от паци!
ентов с И!РАС, обнаружено нарушение равно!
весия E/I синапсов [108].

Сходные наблюдения описаны и при иссле!
довании мышиной модели КТС (С!РАС). Это
подтверждает, что для постнатального прунинга
нейронов спинного мозга необходимо своевре!
менное снижение активности mTORC1 [62].

Повышенный уровень фосфорилирования
белков (уровень фосфорилированного mTOR
(p!mTORS2448) и его мишеней) и повышенная
активность mTORC1 наблюдались и в не нейро!
нальных клетках, производных индуцирован!
ных ППСК, выделенных от троих из 13 обследо!
ванных пациентов с И!РАС, хотя наблюдаемые
изменения сильно зависели от эксперименталь!
ных условий выделения и индукции ППСК [39,
102]. Интересно, что в клетках лимфобластомы
пациента с усиленной активностью mTORC1

также наблюдалось усиление экспрессии субъ!
единицы p110δ киназы PI3K и синтеза белка,
который можно было подавить ингибитором,
специфичным к p110δ [39].

Высокая гетерогенность И!РАС может объ!
яснять расхождения сведений относительно ак!
тивации либо снижения активности сигналинга
mTORC1, поэтому необходимы дополнитель!
ные исследования для того, чтобы понять при!
чинную связь между каскадом mTORC1 и дис!
функциями при И!РАС. Следовательно, хотя в
ряде исследований обнаружен дефект сигналин!
га mTORC1 у субкогорт пациентов с И!РАС [38,
39, 102], нужны дальнейшие функциональные
исследования для получения доказательств свя!
зи между аномалиями mTORC1 и развитием ау!
тизма в такой гетерогенной группе, как И!РАС.

Исследования с выделенными от пациентов
не нейрональными клетками [39, 102], в том
числе тромбоцитами и лимфоцитами, предо!
ставляют возможность широкомасштабного
скрининга сигнальных дефектов mTORC1 с ис!
пользованием наиболее легко доступных биоло!
гических материалов от пациентов. Это помо!
жет ответить на вопрос, какова доля пациентов с
нарушениями mTORC1 среди всех пациентов с
РАС неизвестной этиологии, и будет способ!
ствовать выявлению тех пациентов, которым,
возможно, принесут пользу лекарственные
средства с действием, направленным на каскад
mTORC1 либо его мишени.

СИГНАЛЬНЫЕ КАСКАДЫ БЕЛКОВОГО
ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ В КЛЕТКАХ КРОВИ

В качестве объектов исследования сигналь!
ных каскадов белкового фосфорилирования в
клетках периферической крови при РАС ис!
пользовались лимфоциты и тромбоциты. В ос!
новном клетки крови применялись при модели!
ровании синдрома X!ФРА. Сравнение тромбо!
цитов с лимфоцитами в общем говорит в пользу
первых: их легче выделить в большем количест!
ве, их протеом более стабилен при выделении и
в течение времени в организме, они устроены
проще, и их сигнальные пути менее вариабель!
ны под влиянием физиологических изменений,
что позволяет провести на них биохимические
исследования, в том числе и при РАС. Период
продолжительности жизни тромбоцитов коро!
че (~10 дней), чем лимфоцитов (от нескольких
недель до лет), поэтому изменения, происходя!
щие в экспрессии генов в мегакариоцитах, срав!
нительно быстро отражаются на протеоме тром!
боцитов. В неактивированных тромбоцитах не
задействованы сигнальные пути, они не реаги!



руют на стимулы, иные, чем стимулы тромбооб!
разования. В отличие от тромбоцитов, лимфо!
циты реагируют на значительное число внеш!
них стимулов и сравнительно более метаболи!
чески активны. Их центральные киназы, напри!
мер ERK, активно участвуют во многих сигналь!
ных путях, и наблюдать не слишком выражен!
ные изменения, связанные, например, с патоло!
гией РАС, в них трудно. Хотя сигнальные пути в
тромбоцитах существенно упрощены по сравне!
нию с нейронами, они происходят от различных
клеток!предшественников в эмбриональном
развитии, и молекулярный интерактом тромбо!
цитов не такой обширный, как нейронов, тем не
менее тромбоциты признаны удачной перифе!
рической моделью исследования нейронов и ис!
пользуются при изучении компонентов нейро!
медиаторных систем [109]. Интерактом тромбо!
цитов содержит важнейшие сигнальные каска!
ды белкового фосфорилирования, вторичные
мессенджеры и сигнальные киназы, рассматри!
ваемые как «хабы» биохимических путей [110].
Благодаря биохимической «гомологии» тромбо!
цитов с нейронами тромбоциты могут служить
адекватной клеточной биохимической «сурро!
гатной» моделью X!ФРА [72], их относительно
легко получать малоинвазивным способом за!
бора периферической крови, выделять, а в изо!
лированном виде в них сохраняется активность
тромбоцитарных ферментов.

Тромбоциты при нарушениях нейроонтоге!
неза исследованы мало, и, хотя описаны неко!
торые общие биохимические аномалии в тром!
боцитах при РАС, трудно понять, насколько они
имеют отношение к патогенезу аутизма из!за
слабой изученности патологии мозга при РАС,
особенно И!РАС, и пока неизвестно, коррели!
руют ли эти периферические аномалии в тром!
боцитах с процессами, происходящими в мозге.
Биохимические исследования тромбоцитов при
РАС показали ряд отклонений от контроля, на!
пример, в концентрации тромбоцитарного се!
ротонина и серотонинового метаболита N!аце!
тилсеротонина, плотности серотонинового пе!
реносчика, концентрации гамма!аминомасля!
ной кислоты (ГАМК), секреции гранул с АТP, но
ни один из перечисленных показателей не был
валидирован как биомаркёр для использования
в клинике при диагностике РАС.

Хотя упомянутая модель X!ФРА Fmr1 KO на
мышах позволила открыть биохимические зако!
номерности, наблюдающиеся при утрате
FMRP (повышенная активность Gp1 mGluR!за!
висимого сигналинга, сниженный уровень об!
разования цАМP, снижение активности ингиби!
торной ГАМК!ергической нейромедиаторной
системы, усиление трансляции матриксной ме!

таллопротеиназы MMP9), однако данные, полу!
ченные на этой модели, оказались бесполезны!
ми при клинических исследованиях в предик!
ции эффективности разрабатываемых лекар!
ственных препаратов при их апробации в конт!
ролируемых исследованиях на пациентах. Таким
образом, потребность в модели РАС (в том чис!
ле, X!ФРА и И!РАС), основанной на клетках пе!
риферических тканей человека, очевидна, и из!
вестны примеры таких разработок на лимфоци!
тах, тромбоцитах [72] и фибробластах пациен!
тов [111].

Однако, по сравнению с лимфоцитами и
фибробластами, а также по сравнению С!РАС с
другими формами РАС (НС!РАС и И!РАС в це!
лом), наиболее веские основания получены в
пользу применения тромбоцитов как модели
исследования X!ФРА [72]. Основой адекватнос!
ти модели является наличие FMRP в тромбоци!
тах и их предшественниках – мегакариоцитах.
Отметим, что как в мегакариоцитах, так и в ак!
тивируемых глутаматом mGluR!содержащих
нейронах, кроме FMRP, обнаружены и другие
РНК!связывающие белки: STAU1, STAU2,
CASC3 [112]. Функциональная роль FMRP (ста!
билизация и транспорт мРНК) в мегакариоци!
тах вполне отражает его роль в нейронах [112].
Поскольку тромбоциты происходят из мегака!
риоцитов, образуясь путём выпячивания и от!
почковывания цитоплазмы, содержащей все
компоненты тромбоцитов, для доставки мРНК
в отпочковывающиеся тромбоциты с помощью
микротрубочек используются РНК!связываю!
щие белки, в том числе FMRP.

В настоящее время диагностика синдрома X!
ФРА основана на ПЦР и Саузерн!блот!анализе,
но также предложены тесты, основанные на оп!
ределении концентрации FMRP в лимфоцитах
или волосяных фолликулах иммунохимическим
методом с антителами к FMRP. И хотя с приме!
нением этих методов была обнаружена связь
концентрации FMRP с уровнем интеллекта, в
случае мозаицизма чувствительность методов
оказалась ограниченной: чувствительность и
специфичность метода, доходившие до 100%
у мужчин, у женщин оказались значительно ни!
же и составили всего 41–43%. Результаты же из!
мерения уровня тромбоцитарного FMRP в
контрольной группе и у больных с подтвержден!
ным X!ФРА показали, что больных можно уве!
ренно отделить от здоровых (площадь под ROC!
кривой 0,948). Содержание FMRP в тромбоци!
тах также оказалось связанным с уровнем ин!
теллекта в тесте Векслера. Что касается исследо!
ваний белков, компонентов каскадов белкового
фосфорилирования при X!ФРА с использова!
нием тромбоцитов, проведены лишь первые
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эксперименты на ограниченном числе боль!
ных [113], при этом авторы отметили влияние
условий выделения и обработки биопроб на
оценки степени фосфорилирования белков.

Ряд ключевых молекулярных нарушений ре!
гуляции, обнаруженных в нейронах человека
при X!ФРА и у моделирующих Х!ФРА мы!
шей Fmr1 KO, воспроизводятся в тромбоцитах,
что также подтверждает возможность их ис!
пользования для моделирования X!ФРА, на!
пример гиперактивность путей MAPK/ERK и
PI3K/Akt/mTOR. Так, показано, что при синд!
роме X!ФРА в тромбоцитах усилено фосфори!
лирование ERK и Akt по сравнению с нормой
примерно в 1,6 раз, и это свидетельствует о том,
что в норме FMRP регулирует эти сигнальные
пути [113]. Также были обнаружены отрицатель!
ные корреляции между уровнями фосфорили!
рованных pERK и фосфорилированной по
Ser473 Akt (pAktSer473) и когнитивными функци!
ями по тесту Векслера.

Кроме того, удалось оценить уровень вариа!
бельности (повышения) фосфорилирования
ERK и Akt в зависимости от уровня FMRP в
тромбоцитах. Оказалось, что в подгруппе с
уровнем тромбоцитарного FMRP, не поддаю!
щимся обнаружению, достоверно усилено фос!
форилирование ERK (отношение pERK/ERK
повышено в 2,27 раз) и Akt (pAktSer473/Akt повы!
шено в 2 раза). А у индивидуумов!мозаиков,
сохраняющих некоторый уровень экспрессии
FMRP, превышение над контролем уровней
фосфорилирования этих киназ было незначи!
тельным и недостоверным [113]. Более того, ле!
чение ловастатином в течение трех месяцев кор!
ректировало гиперактивацию ERK в тромбоци!
тах X!ФРА пациентов [72], однако ловастатин
не снижал достоверно уровень фосфорилирова!
ния Akt (pAktSer473/Akt) по сравнению с базовым
уровнем. Есть косвенные указания на то, что на
активность ERK могут влиять психостимулято!
ры, антидепрессанты, антипсихотики и лекар!
ства, снижающие артериальное давление, хотя
прямых данных пока не получено.

Для сравнения, в исследованиях белкового
фосфорилирования лимфоцитов при X!ФРА
обнаружено превышение над контролем фосфо!
рилирования Akt [29, 76], но не ERK, что сильно
ставит под удар адекватность лимфоцитарной
модели как модели патологии X!ФРА. Следова!
тельно, тромбоциты – более адекватная модель,
которая полнее отражает события, происходя!
щие в нейронах, по меньшей мере при X!ФРА.

Важно, что в тромбоцитах обнаружены ре!
цепторы нейромедиаторных систем (глутамат!
ной, серотониновой, дофаминовой), наруше!
ния со стороны которых были зарегистрирова!

ны в мозге при X!ФРА. Некоторые лекарствен!
ные вещества, влияющие на метаболизм и си!
наптическое высвобождение моноаминовых
нейромедиаторов в нейронах (серотонин, дофа!
мин, норадреналин) сходным образом действу!
ют и на тромбоциты. Примечательно, что инги!
биторы ацетилхолинэстеразы, используемые
для лечения симптомов болезни Альцгеймера,
нормализуют нарушенную регуляцию метабо!
лизма тромбоцитарного АРР параллельно со
стабилизацией снижения когнитивных функ!
ций: эти факты важны и для исследований в об!
ласти аутизма, поскольку, как отмечалось выше,
APP является одним из регуляторов синапти!
ческой пластичности, связанным с сигнальным
каскадом mTOR [84].

В будущем, для того чтобы расширить воз!
можности использования тромбоцитарной мо!
дели, резонно исследовать, изменен ли уровень
синтеза белка в тромбоцитах пациентов с X!
ФРА и других С!РАС, поскольку повышенный
уровень синтеза белка обнаружен в лимфоцитах
и фибробластах пациентов с X!ФРА.

Эти находки свидетельствуют о том, что изу!
чение множества биохимических параметров
тромбоцитов окажется полезным в предикции
когнитивного фенотипа индивидуумов с
РАС (по меньшей мере при X!ФРА), что, в свою
очередь, может способствовать улучшению кли!
нического сопровождения пациентов. А пока
известны лишь отдельные попытки применения
параметров белкового фосфорилирования в ка!
честве биомаркёра при испытании действия
препаратов в целях предикции терапевтическо!
го ответа на лекарства: это степень активации
ERK в лимфоцитах в клинических исследовани!
ях лития, рилузола, и статус базового фосфори!
лирования ERK в тромбоцитах в исследовании
ловастатина при X!ФРА [72].

Тромбоциты не только воспроизводят био!
химические нарушения, обнаруженные в ней!
ронах при X!ФРА, но также и «реагируют» на
лекарства, направленные на центральную нерв!
ную систему и на молекулярные механизмы, ле!
жащие в основе патологии. В связи с этим такой
биомаркёр, как тромбоцитарный уровень фос!
форилирования ERK, применялся в исследова!
нии ловастатина [72]. Примечательно, что под
действием лечения повышенный уровень ос!
новного фосфорилирования ERK поддался кор!
рекции у большинства обследованных [72].
Кроме того, изменения фосфорилирования
ERK коррелировали с клиническим ответом,
судя по оценке Шкалы адаптивного поведения
Вайнленд (VABS) [72]. Значит, параметры тром!
боцитов могут помочь и в оценках эффектив!
ности лечения препаратами, нацеленными на
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путь MAPK/ERK, хотя ограничения в оценках
улучшения состояния и исходов лечения паци!
ентов с РАС вносят трудности в применение био!
маркёров в целом. Тем не менее «коррекция»
уровней периферических биомаркёров свиде!
тельствует о том, что наблюдаемые улучшения в
клинических испытаниях можно отнести к бла!
гоприятному действию лекарства на централь!
ную патофизиологию X!ФРА.

Гипотетически другие сигнальные пути
тромбоцитов и белки сигнального каскада
mTOR могут послужить биомаркёрами в клини!
ческих испытаниях эффективности лекарств,
действие которых направлено на сигнальные
регуляторные пути.

То, что компоненты сигнального каскада
mTOR и сопряженных с ним путей обнаружены
в тромбоцитах, дает возможность опробовать
эти белки в качестве претендентов на роль био!
химических биомаркёров с целью выделения из
клинических групп больных РАС тех подгрупп,
в которых будут обнаружены отклонения актив!
ности сигнального каскада mTOR от контроль!
ных диапазонов, для возможных целенаправ!
ленных клинических испытаний действия спе!
цифических препаратов. Учитывая современ!
ный уровень разработки проблемы, это направ!
ление исследований авторам обзора представля!
ется наиболее перспективным и реальным по
выполнимости в ближайшее время.

Так как эксперименты с моделями С!РАС
показали, что ингибиторы mTOR и сопряжен!
ных с ним путей способны предотвратить, но не
обратить развитие структурных аномалий и ау!
тистического фенотипа, можно предположить,
что эффективным окажется как можно более

раннее применение разрабатываемых лекар!
ственных препаратов.

Поскольку не всегда при РАС нарушения
сигнальных каскадов фосфорилирования затра!
гивают именно путь mTOR, но также и располо!
женные выше него эффекторы, и его мишени,
и, кроме того, сопряженные с ним пути, перс!
пективна разработка комплексных, сочетанных
препаратов, воздействующих (ингибирующих)
не только mTOR, но и эти, затронутые патоло!
гическими изменениями, звенья.

Применение тромбоцитов в качестве модели
биохимических исследований аномалий белко!
вого фосфорилирования при РАС позволило бы
проверить гипотезы и о наличии «подгрупп» па!
циентов с РАС, у которых повышена либо сни!
жена активность mTOR и сопряженных с ним
сигнальных каскадов фосфорилирования, и о
необходимости регуляции активности сигналь!
ного каскада mTOR в определенных границах
(диапазоне), и об актуальности временнóго «ок!
на» в регуляции активности mTOR в процессе
онтогенетического развития детей как можно в
более раннем возрасте, т.е. ответить на вопросы,
поднятые в начале обзора.
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PROTEIN PHOSPHORYLATION SIGNALING CASCADES
IN AUTISM WITH EMPHASIS ON THE mTOR PATHWAY

Review

I. S. Boksha1,2*, T. A. Prokhorova1, E. B. Tereshkina1,
O. K. Savushkina1, and G. Sh. Burbaeva1

1 Mental Health Research Center, 115522 Moscow, Russia; E�mail: boksha_irina@mail.ru
2 Gamaleya Research Center of Epidemiology and Microbiology, Ministry of Health of the Russian Federation,

123098 Moscow, Russia; E�mail: boksha_irina@gamaleya.org

The mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway is a central regulator of cell metabolism, growth, and
survival in response to hormones, growth factors, nutrients, and stress!induced signals. For this review, we analyzed
the available literature that describes how molecular abnormalities of signaling cascades associated with mTOR are
encountered in autism spectrum disorders (ASDs), and we outline prospects for pathogenetically!targeted pharma!
cotherapeutic approaches to ASDs, especially in syndromic ASDs. Considering the available experimental and clini!
cal data, we suggest that very early detection of molecular abnormalities in ASD risk groups can be facilitated from
studies of peripheral blood platelets. Also, the determination of a time window in which critical dysregulations in the
activity of the described pathways in risk groups might suggest promising directions for further studies that could lead
to more effective pharmacotherapeutic interventions in ASDs.

Keywords: mTOR, signaling cascades, protein phosphorylation, autism spectrum disorders
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Сепсис – одна из важнейших проблем современной медицины. Отдаленные исходы у пациентов, перенес�
ших септический шок, который развивается при тяжелом течении сепсиса, демонстрируют удручающую
картину – у 75% людей, выживших после сепсиса и перенесших септический шок, отмечаются признаки
органной недостаточности и стойкий функциональный дефицит. Характер течения острого септического
процесса и объем лечения в отделении реанимации в значительной степени определяют патогенез дальней�
ших осложнений. В этой связи заслуживает внимания и обсуждения среди врачей�реаниматологов концеп�
ция «феноптоза», предложенная В.П. Скулачевым, в рамках которой септический шок считается «суици�
дальным механизмом» запрограммированной смерти организма, который защищает человеческую популя�
цию от опасно инфицированных индивидов. В статье предложена концепция потенциального лечения сеп�
сиса, основанная на идентификации и блокаде всех рецепторов, участвующих в обработке феноптотичес�
кого сигнала, вызванного липополисахаридом и другими инициирующими септический шок веществами.
Представляется перспективным поиск средств, которые могут блокировать молекулярные механизмы реа�
лизации феноптозного сигнала.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сепсис, септический шок, липополисахарид, летальность, феноптоз.
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ВВЕДЕНИЕ

Сепсис – одна из важнейших проблем сов�
ременной медицины. Представление врачей�
анестезиологов�реаниматологов о сепсисе нача�
ло складываться в 1991 г. с концепции континуу�
ма системного воспалительного ответа, сепси�
са, тяжелого сепсиса и септического шока. В
2001 г. диагностические критерии сепсиса были
расширены, однако это не позволило повысить
их чувствительность и специфичность [1]. В
2016 г. были разработаны обновленные крите�
рии, получившие название Sepsis�3 [2, 3]. Согла�
сно им, сепсис определяют как жизнеугрожаю�
щую органную дисфункцию вследствие дисре�
гуляторного ответа организма на инфекцию. В
России в настоящее время сепсис определяют
как патологический процесс, в основе которого
лежит реакция организма в виде генерализован�
ного (системного) воспаления на инфекцию
различной природы (бактериальную, вирусную,
грибковую) в сочетании с остро возникшими
признаками органной дисфункции и/или дока�
зательствами микробной диссеминации [4].

Септический шок – это циркуляторные, кле�
точные и метаболические нарушения при сеп�
сисе, сопровождающиеся высокой леталь�
ностью, гипотензией, требующие введения ва�
зопрессоров, и гиперлактатемией > 2 ммоль/л,
несмотря на адекватную инфузию [5].

Таким образом, из клинической практики
реаниматологии исключается термин «систем�
ная воспалительная реакция» в связи с его не�
достаточной специфичностью. В то же время
любой сепсис по определению считается тяже�
лым, то есть с наличием признаков органной
недостаточности.

В качестве универсальной оценки степени
тяжести органной недостаточности предложена
шкала SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment), которая уже длительное время ис�
пользуется врачами�анестезиологами�реанима�
тологами. Для среднего медицинского персона�
ла также разработаны критерии ранней диаг�
ностики признаков нестабильности пациента –
qSOFA (quick SOFA).

Частота встречаемости сепсиса – от 148 до
288 случаев на 100 000 госпитализаций, что
только в США составляет около 1,7 млн случаев
в год [6, 7]. Сепсис – одна из наиболее распро�* Адресат для корреспонденции.
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страненных причин смерти в некардиологичес�
ких отделениях реанимации во всем мире [8],
при которой летальность достигает 26%, что для
США составляет около 270 тыс. случаев в год
[9]. Что же касается мировой статистики, то
ежегодно более 19 млн человек переживают сеп�
сис, определяемый как опасная для жизни ост�
рая дисфункция органов, вторичная по отноше�
нию к инфекции. Около 14 млн человек дожива�
ют до выписки из больницы [10].

По данным многочисленных исследований,
частота развития септического шока при пос�
туплении в отделение реанимации и интенсив�
ной терапии (ОРИТ) оценивается в 10,4%
(95%�ный доверительный интервал 5,9–16,1%)
[11], при этом госпитальная летальность от сеп�
тического шока 20–25 лет назад составляла бо�
лее 50% [12, 13]. На сегодняшний день, несмот�
ря на усилия медицинского и научного сообще�
ства, летальность остается значительно высо�
кой: по данным недавнего систематического об�
зора, проведенного Shankar�Hari et al., леталь�
ность от септического шока составила в среднем
46,5% [14]. И только последний мета�анализ,
выполненный Vincent  J.�L. et al., показал тен�
денцию к улучшению результатов лечения сеп�
тического шока в Европе и Северной Америке:
по их данным, уровень смертности от септичес�
кого шока составил 38% [15].

Основа лечения сепсиса: своевременная диа�
гностика и контроль очага инфекции, сбалан�
сированное проведение инфузии и введение ва�
зопрессорных препаратов, рациональная анти�
биотикотерапия. Приблизительно у 75% пациен�
тов, выживших после сепсиса, отмечаются приз�
наки органной недостаточности и функциональ�
ный дефицит (физический, когнитивный, пси�
хологический) [16]. Дальнейшая судьба пациен�
тов, переживших сепсис, выглядит следующим
образом: половина пациентов выздоравливает,
одна треть умирает в течение следующего года,
одна шестая имеет тяжелые стойкие функцио�
нальные нарушения (например, неспособность
самостоятельно обслуживать себя в быту). У вы�
живших пациентов наблюдается 3�кратное ухуд�
шение умеренных и тяжелых когнитивных нару�
шений (6,1 и 16,7% до и после госпитализации
соответственно), высокая распространенность
психических проблем, включая тревогу (32%),
депрессию (29%) или посттравматическое стрес�
совое расстройство (44%). Около 40% пациентов
повторно госпитализируются в течение 90 дней
после выписки: из них по поводу инфекции –
11,9%, сердечной недостаточности – 5,5%, ост�
рой почечной недостаточности – 3,3% [17–20].

Перенесенный сепсис может непосред�
ственно способствовать развитию или прогрес�

сированию сердечно�сосудистых заболеваний.
В наблюдательном исследовании с участием
4179 пациентов, которые были выписаны из
стационара после перенесенного сепсиса, час�
тота новых сердечно�сосудистых событий (ин�
фаркт миокарда, инсульт, внезапная сердечная
смерть и желудочковые аритмии) в течение года
составила 29,5%, что в 1,9 раза выше по сравне�
нию с контрольной популяцией [21, 22].

Что касается летальности в отдаленном пе�
риоде после перенесенного сепсиса, то на сегод�
няшний день существует ряд ретроспективных
популяционных исследований. При исследова�
нии когорты из 970 пациентов, включающей
людей с перенесенным инсультом и сепсисом,
то 1�, 2� и 5�летняя летальность от всех причин
составила 23, 28,8 и 43,8% соответственно по
сравнению с показателями летальности среди
тех пациентов, которые не переносили сепсис –
1, 2,6 и 8,3% соответственно [23]. В другом ис�
следовании, выполненном в Шотландии, были
изучены отдаленные исходы у 439 пациентов,
переживших тяжелый сепсис в отделении ин�
тенсивной терапии. Летальность через 3,5 года
составила 58%, а через 5 лет – 61% [24].

И, наконец, наибольший интерес представ�
ляет обширное ретроспективное когортное ис�
следование, в котором были проанализированы
данные о 83 974 пациентах, перенесших септи�
ческий шок, сепсис и тяжелые инфекции в про�
межутке 2009–2016 гг. в Германии. Важность
этого исследования заключается в том, что па�
циенты были отобраны с использованием кри�
териев, близких к нынешнему определению
Sepsis�3. Число выживших пациентов с тяжелы�
ми инфекциями составило 28 449, с сепсисом –
53 085, с септическим шоком – 2440 человек.
При этом 5�летняя летальность при развившем�
ся септическом шоке составила 56,1% (1369 па�
циентов из 2440), при сепсисе – 62,1%
(32 952/53 085) и при тяжелых инфекциях –
52,4% (14 909 / 28 449) [25].

На сегодняшний день практически не суще�
ствует проспективных наблюдательных иссле�
дований о влиянии перенесенного сепсиса на
исходы лечения в отдаленном периоде после
выписки из стационара. Поэтому были иниции�
рованы исследования, которые позволят оце�
нить среднесрочные и долгосрочные функцио�
нальные нарушения у пациентов, перенесших
сепсис в ОРИТ. В немецком исследовании Mid�
German Sepsis Cohort (MSC) предполагаемый
расчетный объем выборки составляет 3000 па�
циентов, выписанных из ОРИТ после перене�
сенного сепсиса [26]. Будут проанализированы
функциональная активность в повседневной
жизни, а также 3� и 5�летняя летальность, ког�
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нитивные, эмоциональные и физические нару�
шения. В четырех голландских клиниках в
ОРИТ уже проводится MONITOR�IC, представ�
ляющее собой многоцентровое проспективное
контролируемое когортное исследование. Па�
циенты включаются в исследование в период с
июля 2016 г. по июль 2021 г. и будут наблюдаться
в течение 5 лет. Согласно планированию иссле�
дования, предполагается отобрать 12 000 паци�
ентов, выживших после лечения в ОРИТ, при�
чем когорта пациентов, перенесших сепсис, бу�
дет проанализирована отдельно. Конечные точ�
ки исследования: функциональная активность,
летальность, когнитивные, эмоциональные и
физические нарушения [27].

Ухудшение состояния здоровья после пере�
несенного сепсиса имеет много причин: это и
прогрессирование хронических заболеваний, и
остаточная органная недостаточность, и нару�

шение функций иммунной системы. Патогенез
осложнений перенесенного сепсиса после вы�
писки из стационара изучен мало, но, вероятно,
зависит от остроты септического состояния
(например, тяжесть инфекции, особенности ре�
акции хозяина на инфекцию) и качества оказан�
ного лечения в ОИТ (например, своевремен�
ность и правильность оказания медицинской
помощи при сепсисе, ятрогенные осложнения,
связанные с лечением). Особого внимания зас�
луживает проблема лечения септического шока.
Приведенные статистические данные говорят о
том, что за последнюю четверть века не удалось
заметно снизить госпитальную летальность,
несмотря на постоянно совершенствуемые алго�
ритмы диагностики и лечения [28]. Отдаленные
исходы у пациентов, перенесших септический
шок, также демонстрируют удручающую карти�
ну: через 2 года в живых остается менее четверти

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021

669

Основные рецепторы DAMPs, PAMPs и транскрипционные факторы, участвующие в передаче сигнала. Рецепторы
PAMPs (оранжевые) и DAMPs (зелёные) находятся на плазматической мембране клетки. Стимуляция этих рецепторов
приводит к активации внутриклеточного сигнального пути и транскрипционных факторов (обозначены прямоугольни�
ками), инициации транскрипции провоспалительных цитокинов и других медиаторов воспаления и апоптоза. Внутри�
клеточные патогенные PAMPs могут узнаваться цитоплазматическими или эндосомальными рецепторами. (С цветным
вариантом рисунка можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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пациентов с разной степенью выраженности ор�
ганной дисфункции. В этой связи заслуживает
внимания и обсуждения среди врачей�реанима�
тологов концепция «феноптоза», предложенная
Владимиром Петровичем Скулачевым.

По его мнению, септический шок – это «суи�
цидальный механизм» запрограммированной
смерти организма, который было предложено
назвать «феноптозом» (по аналогии с апопто�
зом), который защищает человеческую популя�
цию от опасно инфицированных пациентов
[29]. Многие признаки септического шока ука�
зывают на то, что гибель больного инициирова�
на самим организмом, в то время как роль воз�
будителя достаточно пассивна. Эндотоксин, вы�
зывающий избыточную воспалительную реак�
цию – это липополисахарид, образующий стен�
ку грамотрицательной бактерии. Токсичность
эндотоксина зависит от эндотоксин�связываю�
щего белка в крови пациента и некоторых ре�
цепторов в плазматической мембране клеток че�
ловека (TLR4), после связывания с которыми
инициируется массивный выброс цитокинов за
счет активации транскрипционных факторов
NF�κB, IRF3 и AP1 (рисунок), которые в край�
них случаях могут вызывать апоптоз клеток ор�
ганов�мишеней. По мнению Скулачева, вполне
вероятно, что развитие септического шока будет
невозможно, когда мы идентифицируем и бло�
кируем все рецепторы, участвующие в обработ�
ке феноптотического сигнала, вызванного ли�
пополисахаридом и другими инициирующими
веществами [30]. Что касается бактериального
липополисахарида как такового, то он, по�види�
мому, не опасен до тех пор, пока не может быть
распознан макроорганизмом, являясь сигналом

появления в крови и тканях грамотрицательных
бактерий. Если степень заражения не слишком
высока, то все эти меры, безусловно, полезны
для организма. Вот почему общепринятое мне�
ние о сепсисе состоит в том, что он представля�
ет собой чрезмерное использование макроорга�
низмом своих защитных средств против пато�
генных микроорганизмов [31, 32]. В усилении
воспалительного ответа, вызванного патогеном,
принимают участие не только «чужеродные»
молекулы этого патогена (PAMPs), но и разру�
шенные компоненты клеток и тканей организ�
ма�хозяина (DAMPs), которые, действуя совме�
стно, приводят к активации целого ряда тран�
скрипционных факторов (рисунок).

Феноптоз – это последняя линия обороны,
когда самоликвидация наиболее опасных инфи�
цированных особей предотвращает гибель по�
пуляции. На сегодняшний день мы смогли изба�
виться от большинства особо опасных инфек�
ционных заболеваний, но феноптоз продолжает
приводить к смерти пациентов с инфекциями,
которые уже не представляют опасности для по�
пуляции. В такой ситуации становится важным
поиск средств, которые могут сломать эту ата�
вистическую программу самоуничтожения ин�
дивида и заблокировать молекулярные механиз�
мы реализации феноптозного сигнала.
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Sepsis is one of the most significant problems of modern medicine. Long�term outcomes in patients after septic shock
seems very depressing: in 75% of patients who survived sepsis and underwent septic shock, there are signs of organ fail�
ure and persistent functional deficit. The acute septic process and the treatment in the intensive care unit itself large�
ly determines the pathogenesis of further complications of sepsis. In this regard, the concept of “phenoptosis” pro�
posed by Prof. Skulachev, in which septic shock is a suicidal mechanism of programmed death of an organism, which
protects the human population from dangerously infected individuals. The article describes a potential treatment con�
cept for sepsis based on the notion that septic shock will not be possible when we identify and block all receptors
involved in the processing of phenoptotic signal caused by lipopolysaccharide and other substances that initiate sep�
tic shock. It seems promising to search for agents that can block the molecular mechanisms of the phenoptotic signal
realization.
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Проект «Геном человека» к 2003 году позволил выявить полную структуру генома, но оказалось, что 97%
ДНК приходится на последовательности, которые не кодируют белки. Объяснение этому пришло позднее,
когда в нетранслируемых областях ДНК были обнаружены последовательности, кодирующие короткие
микроРНК, длинные некодирующие РНК и другие типы нуклеотидных последовательностей, которые
участвуют в регуляции экспрессии генов. Впервые идентифицированные в цитоплазме, с изначальной
функцией деградации  целевой мРНК, на сегодняшний день микроРНК обнаружены во всех компартмен-
тах клетки. В составе экзосом или в комплексе с белками микроРНК секретируются во внеклеточное прост-
ранство и участвуют в процессах морфогенеза и регенерации, а также онкогенезе, метастазировании и хи-
миорезистентности клеток опухоли. В онкогенезе микроРНК играют двоякую роль: с одной стороны, они
могут выступать в качестве онкосупрессоров, подавляя экспрессию онкогенов, с другой стороны, функцио-
нируя как онкогены, они нивелируют инактивирующее действие онкосупрессоров, стимулируют опухоле-
вый ангиогенез и опосредуют иммуносупрессивные свойства в опухоли. Обзор описывает современное
представление о биогенезе микроРНК, их функциях в цитоплазме и ядре. Особое внимание уделено нека-
ноническим механизмам регуляции экспрессии генов, контролируемым микроРНК, и их участию в онко-
генезе. В обзоре также приведено представление авторов о роли микроРНК в процессах метастазирования
и формировании преметастатической ниши.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: микроРНК, биогенез микроРНК, функции микроРНК в ядре, экзосомы, внеклеточ-
ные микроРНК, онкогенез, метастазирование, метастатическая ниша.
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ВВЕДЕНИЕ

Первая микроРНК была обнаружена в 1993 г.
у нематоды C. elegans в локусе гена lin-4 [1].
Группа Lee et al. продемонстрировала считыва-
ние с этого гена 22-нуклеотидной РНК, компле-
ментарной мРНК другого гена, lin-14, в резуль-
тате чего происходило торможение его трансля-
ции, определяющее переход C. elegans от первой

ко второй личиночной стадии [1]. Гораздо позд-
нее, уже в 2000 г., двумя независимыми коман-
дами ученых было обнаружено, что небольшая
(21 нуклеотид) РНК, let-7, играет важную роль в
процессе развития личинок нематоды во взрос-
лую особь C. elegans [2]. Впоследствии мик-
роРНК были описаны у многих живых организ-
мов, эволюционно друг от друга далёких, вклю-
чая человека [3]. На сегодняшний день эти мо-
лекулы определены как малые некодирующие
эволюционно консервативные РНК длиной
18–25 нуклеотидов, участвующие в регуляции
экспрессии генов. Обнаружены и описаны ты-
сячи микроРНК, информация о которых хра-
нится в различных базах данных, основные из
которых miRbase (http://www.mirbase.org/),

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : МЭП – мезенхимально-
эпителиальный переход; НТО – нетранслируемая область;
ПТИГ – посттранскрипционная инактивация генов;
ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход; Ago – бе-
лок аргонавт, каталитический компонент комплекса RISC;
RISC – РНК-индуцируемый комплекс выключения гена.

* Адресат для корреспонденции.
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miRDB (http://mirdb.org/) и miRTarBase (http://
mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/index.php).

Хорошо описанной функцией микроРНК
является регуляция экспрессии генов путём свя-
зывания с 3′-нетранслируемой областью (НТО)
мРНК-мишени и ингибирования её трансля-
ции. Однако за последние несколько лет появи-
лись данные о взаимодействии микроРНК с
другими мишенями, включая промоторы генов,
кодирующих последовательность, и 5′-НТО [4].
В литературе накапливаются данные о свобод-
ном перемещении микроРНК между разными
компартментами клетки, где они регулируют
различные процессы, включая транскрипцию,
трансляцию, альтернативный сплайсинг и репа-
рацию ДНК. Кроме того, микроРНК секретиру-
ются во внеклеточное пространство и являются
молекулярными маркерами онкологических за-
болеваний, в развитии которых могут играть
ключевую роль. По всей вероятности, мик-
роРНК способны выступать как в роли онко-
супрессоров, подавляя прогрессию опухоли, так
и в роли онкогенов, стимулируя канцерогенез
[5]. Данный обзор посвящен описанию различ-
ных путей биогенеза микроРНК, их функциям в
клетках, секреции во внеклеточное простран-
ство и определению их потенциальной роли в
формировании преметастатической ниши.

БИОГЕНЕЗ микроРНК

Биогенез микроРНК является многостадий-
ным процессом и начинается с транскрипции их
генов. В ядре микроРНК транскрибируются в
виде длинной последовательности, называемой
при-микроРНК (primary – pri-miRNA), с учас-
тием РНК-полимеразы II либо с собственных
промоторов, либо с промотора гена-хозяина [6].
Биогенез микроРНК может происходить как по
каноническому (рис. 1), так и по неканоничес-
кому пути, например, миртронному, при кото-
ром микроРНК образуются Drosha-независи-
мым способом (см. ниже).

Предшественники микроРНК могут быть за-
кодированы в коротких интронах [7] – именно
они получили название миртроны. Такие пред-
шественники имеют шпилечную структуру, на-
поминающую пре-микроРНК. Однако после
транскрипции миртроны не претерпевают про-
цессинг комплексом Drosha–DGCR8 в отличие
от классических при-микроРНК (рис. 1, справа).
Вместо этого миртроны подвергаются сплайсин-
гу, при котором образованный продукт, как и все
сплайсированные интроны, формируется в виде
лассо, в котором 5′-конец интрона присоединен
к 2′-ОН (гидроксильной) группе аденозина.

После этого 2′–5′-фосфодиэфирная связь под-
вергается гидролизу с помощью линеаризующе-
го фермента лассо 1, DBR1 (Lariat debranching
enzyme) [8]. Процессированный миртрон при-
обретает структуру пре-микроРНК и экспорти-
руется в цитоплазму, где претерпевает дальней-
ший процессинг при помощи рибонуклеазы
Dicer в двухцепочечную РНК длиной ≈ 22 п.о.,
что в конечном итоге приводит к образованию
зрелой микроРНК, способной участвовать в ре-
гуляции экспрессии РНК-мишеней. В 2018 г.
была разработана программа, которая отличает
миртроны от предшественников канонических
микроРНК по длине шпильки и содержанию
GC-нуклеотидов. В будущем этот инструмент
может способствовать изучению механизмов
процессинга миртронов [9].

На сегодняшний день известна только одна
микроРНК, которая подвергается Dicer-незави-
симому пути биогенеза – это микроРНК-451. Ее
процессинг осуществляет фермент Ago2, так как
Dicer не может расцепить шпильку из-за её ко-
роткой длины (19 п.о.) [10]. Значимую роль в
процессинге пре-микроРНК-451 играет еще
один компонент RISC, а именно эукариотичес-
кий фактор инициации трансляции 1A (EIF1A),
который взаимодействует с Ago2, способствуя
его активации. Далее происходит загрузка мик-
роРНК-451 в состав RISC в цитоплазме, где она
осуществляет свою стандартную деятельность –
посттранскрипционную регуляцию экспрессии
генов.

ФУНКЦИИ микроРНК В ЦИТОПЛАЗМЕ

На сегодняшний день большинство публи-
каций в этой области посвящено основной
функции микроРНК, а именно связыванию с
3′-НТО мРНК-мишени с целью индукции
трансляционной репрессии [11]. Однако в пос-
леднее время появляется все больше работ о взаи-
модействии микроРНК с 5′-НТО мРНК, приво-
дящем к противоположному эффекту, а именно
активации трансляции [12], что делает актуаль-
ным исследования функциональной значимос-
ти микроРНК в цитоплазме.

Основными компонентами микроРНК-ин-
дуцированного комплекса выключения гена
(микроRISC) являются направляющая цепь
микроРНК и белки Ago [13]. Для инициации
Ago2, который проявляет эндонуклеазную ак-
тивность в отношении мРНК, необходимым и
достаточным условием является комплементар-
ное взаимодействие начала последовательности
микроРНК (2–8 нуклеотиды), получившей наз-
вание «seed sequence», со своей мишенью [14].
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Как правило «seed sequence» используется для
предсказания мишеней микроРНК, однако в
ряде исследований было продемонстрировано,
что условие комплементарности «seed sequence»
не является достаточным для работы мик-
роРНК – комплементарность 3′-концевой пос-
ледовательности также важна для работы комп-
лекса RISC [4]. Более того, взаимодействия
микроРНК с таргетной мРНК могут контроли-
роваться РНК-связывающими белками, опреде-
ляя особенности их функционирования в раз-
ных типах клеток [15]. Важность участия белков
Ago при формировании комплекса мик-
роРНК–RISC также подтверждается их функ-
цией по рекрутированию семейства белков
TNRC6A–C [16] (рис. 2).

Долгое время считалось, что микроРНК
участвуют только в подавлении экспрессии ге-
нов путём деградации их мРНК. Однако за пос-
ледние несколько лет появилось множество

данных о микроРНК-опосредованной регуля-
ции трансляции, где они могут выступать как в
роли ингибиторов, так и коактиваторов транс-
ляции. В частности, недавно появились данные
о взаимодействии микроРНК-15а c 3′-НТО фак-
тора инициации трансляции eIF4E с последую-
щим снижением его экспрессии. Для инициа-
ции трансляции eIF4E узнает 5′-концевой кэп
мРНК и рекрутирует другие факторы, включая
eIF4G, eIF2, eIF3, РНК-хеликазу eIF4A, а также
малую рибосомную субъединицу 40S, опосредуя
поддержание трансляции [17]. Таким образом,
микроРНК-15а выступает как репрессор  транс-
ляции, нацеливаясь не на мРНК-мишень, а
действуя опосредованно, путем подавления
экспрессии белков, формирующих трансляци-
онный комплекс. В других исследованиях была
показана роль микроРНК как активатора транс-
ляции. Так, микроРНК let-7 в комплексе с бел-
ками Ago2 и FXR1 (белок 1, ассоциированный с
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Рис. 1. Биогенез микроРНК. Классический биогенез микроРНК начинается с синтеза транскрипта при-микроРНК. Комп-
лекс, состоящий из рибонуклеазы III Drosha и белка критической области синдрома ДиДжорджи 8 (DGCR8), расщепляет
(первичную) при-микроРНК с образованием предшественника микроРНК (пре-микроРНК). При-микроРНК подвергает-
ся кэппированию на 5′-конце и полиаденилированию на 3′-конце. Пре-микроРНК может также формироваться с по-
мощью линеаризующего фермента лассо 1 (DBR1). После сплайсинга пре-микроРНК экспортируется в цитоплазму с по-
мощью комплекса RanGTP – экспортин-5 и разрезается рибонуклеазой Dicer в присутствии кофакторов TRBP (белок,
связывающий трансактивирующую РНК) и PACT (белковый активатор интерферон-индуцируемой протеинкиназы) с об-
разованием дуплекса микроРНК. Последний связывается с белками Ago1–4, формируя предшественник РНК-индуциру-
емого комплекса выключения гена (пре-RISC), после чего пассажирская микроРНК покидает комплекс и разрушается, а
в зрелом RISC остается направляющая микроРНК, готовая к связыванию своей мРНК-мишени. (С цветными вариантами
рисунков можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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синдромом интеллектуальной недостаточности
ломкой Х-хромосомы) активируют трансляцию
во время остановки клеточного цикла в клетках
HeLa [18].

В рассмотренных примерах микроРНК регу-
лируют экспрессию генов в цитоплазме как нап-
рямую за счёт деградации мРНК-мишеней, так
и опосредованно путём регуляции активности
трансляционного комплекса – можно сказать,
что эти два механизма дополняют друг друга.
Для выявления приоритетного механизма необ-
ходимо проведение дальнейших исследований в
этой области.

Совсем недавно была обнаружена новая
функция микроРНК-1254. Было продемонстри-
ровано, что она взаимодействует с 5′-НТО
мРНК белка CCAR1 (белок-регулятор клеточ-
ного цикла и апоптоза 1) и ассоциированного с
Ago2 микроRISC, стабилизируя этот комплекс,
что приводит к увеличению экспрессии CCAR1.
Также в этом исследовании было показано, что
5′-НТО CCAR1 может выполнять функцию есте-
ственного стабилизатора микроРНК-1254 (на-
подобие искусственно синтезированных моле-
кул «miRancer», призванных стабилизировать
ассоциированные с ними микроРНК). Показа-
но, что такое взаимодействие повторно сенси-
билизирует клетки рака молочной железы
(РМЖ) к тамоксифену [19].

Другим необычным явлением оказалось су-
ществование микроРНК, обладающей способ-
ностью подавлять или активировать трансля-
цию в зависимости от степени её комплементар-
ности мишени; для обоих процессов необходи-
мо наличие белка Ago. Такого рода микроРНК
была обнаружена в лямблиях и получила назва-
ние микроРНК-3. В лямблиях микроРНК-3 по-
давляет трансляцию мРНК гистона H2A за счёт
не полностью комплементарного спаривания,
но увеличивает трансляцию, когда мРНК-ми-
шень полностью комплементарна [20]. На
T. thermophilus было показано, что наличие не-
комплементарного спаривания в позициях нук-
леотида 10 или 11 в дуплексе миРНК / мРНК-
мишень делает мРНК-мишень устойчивой к
расщеплению Ago [21]. Существуют и другие
примеры двоякой роли микроРНК в различных
организмах. МикроРНК могут влиять на уров-
ень мРНК, микро- и рибонуклеопротеинов как
напрямую, так и опосредованно, регулируя ак-
тивность промоторов своих мишеней. Было об-
наружено, что микроРНК-369-3 у человека ак-
тивирует трансляцию мРНК TNF-α во время
остановки клеточного цикла, но подавляет её же
в пролиферирующих клетках [18]. Все эти дан-
ные свидетельствуют о том, что описанные
функции микроРНК в цитоплазме многообраз-

ны и выходят за рамки канонических представ-
лений об их роли в организме как негативных
регуляторов трансляции.

ФУНКЦИИ микроРНК В ЯДРЕ

Долгое время в литературе, посвящённой
изучению биогенеза и функциям микроРНК, су-
ществовало утверждение о том, что после завер-
шения биогенеза микроРНК остаются в цито-
плазме клетки, однако в 2004 г. Meister et al. об-
наружили высокое содержание микроРНК-21 в
ядрах клеток линии аденокарциномы HeLa [22].
Чуть позже несколько исследований подтверди-
ли существование зрелых микроРНК не только
в цитоплазматической, но и в ядерной фракции.
Позднее с помощью РНК-секвенирования бы-
ли идентифицированы сотни микроРНК в яд-
рах различных типов клеток. Часть результатов
были подтверждены с применением методов
Northern blot, RT-qPCR, RT-PCR и in situ гибри-
дизации (ISH), которые исключают сигналы
предшественников микроРНК [23]. Рассматри-
ваются три возможных механизма ядерной ло-
кализации: 1) присутствие сигнала ядерной ло-
кализации в последовательности микроРНК,
что предопределяет ее транспортировку в ядро;
2) существование независимого ядерного биоге-
неза микроРНК; 3) челночный перенос мик-
роРНК из цитоплазмы в ядро с помощью ком-
плекса RISC [24] (рис. 2).

Механизмы транспорта микроРНК в ядро. На-
личие мотивов ядерной локализации было пока-
зано для микроРНК-29b и микроРНК семейства
let-7 [24]. МикроРНК-29b, относящаяся к се-
мейству микроРНК-29, является одной из наи-
более изученных «ядерных» микроРНК. Она от-
личается от других членов семейства наличием
уридина в 10-м положении и AGUGUU-мотива
на 3′-конце (позиции 18–23), который отвечает
за перемещение микроРНК-29b в ядро. В ядрах
клеток эмбриональной клеточной линии C166
были обнаружены две другие микроРНК того же
семейства [25]. Результаты исследований показа-
ли, что в отличие от микроРНК-29b, мик-
роРНК-29a/c не имеют AGUGGU-мотива на
3′-конце, однако в большей степени локализу-
ются в ядре [25], что позволяет предполагать су-
ществование и других механизмов, отвечающих
за транспорт микроРНК в ядро клетки.

Кроме того, микроРНК, имеющие мотивы
5′-UUGCAUAGU-3′ и 5′-AGGUUGKSUG-3′,
где K – уридин или гуанин, обнаружены в ядрах
клеток эндотелия желточного мешка мыши. Эти
последовательности присутствуют в основном в
микроРНК семейства let-7 [25]. Более того, при-
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Рис. 2. Функции микроРНК в цитоплазме и ядре клетки, а также внеклеточные функции микроРНК в составе экзосом.
Классическая функция микроРНК в цитоплазме клеток, состоящая в инициации деградации мРНК, расширена возмож-
ностью микроРНК проникать из цитоплазмы в ядро и участвовать в таких процессах, как активация или репрессия тран-
скрипции генов, участие в репарации двухцепочечных разрывов ДНК, а также, возможно, в посттранскрипционной
инактивации генов (ПТИГ). Секретируемые в составе экзосом микроРНК могут осуществлять все эти функции в клет-
ках-реципиентах как непосредственно в зоне высвобождения экзосом, так и транспортируясь с током крови в различные
органы и ткани
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мерно треть ядерных микроРНК имеет консен-
сусную последовательность ASUS, где S – гуа-
нин или цитозин. В целом, можно с уверен-
ностью говорить о существовании последова-
тельностей в структуре микроРНК, облегчаю-
щих их транспорт в ядро с участием РНК-связы-
вающих белков, однако конкретный механизм и
белки, принимающие в нем участие, до сих пор
не известны.

Компоненты комплекса RISC, впервые
идентифицированные в цитоплазме, такие как
Ago1–4, TRBP и TNRC6A, также обнаружены в
ядрах клеток млекопитающих [26]. Наличие этих
факторов само по себе не является гарантией то-
го, что ядерные микроРНК будут «загружаться» с
RISC, так как для формирования функциональ-
ного комплекса также необходимы белки
HSP90, TRAX и TSN, находящиеся исключи-
тельно в цитоплазме [27]. Можно предположить,
что часть ядерных микроРНК не имеют опреде-
ленных функций и деградируют в ядре уже после
процессинга ферментами Drosha и Dicer [24].

Появляются также данные, свидетельствую-
щие об участии неканонических белков-погруз-
чиков в формировании комплекса RISC. Одним
из кандидатов на эту роль является белок AUF1,
который способен связывать микроРНК семей-
ства let-7 и циркулировать между ядром и ци-
топлазмой [27]. Несмотря на отсутствие ясности
относительно того, может ли погрузка мик-
роРНК в ядро происходить в составе RISC, уже
появляются данные о том, что компоненты
комплекса RISC могут перемещаться между яд-
ром и цитоплазмой, выступая в роли шаттл-бел-
ков. Например, такие белки, как экспор-
тин-1 и -5, импортин-8 и кариоферины, опосре-
дуют перемещение белков, несущих классичес-
кие сигналы ядерной локализации и экспорта
через ядерный поровый комплекс [28].

Регуляция экспрессии генов микроРНК в ядре.
В настоящее время известны два механизма ре-
гуляции экспрессии генов с помощью мик-
роРНК в ядре: активация и репрессия тран-
скрипции. Одним из способов регуляции тран-
скрипции генов считается связывание мик-
роРНК с промотором этого гена. В 2008 г. Place
et al. продемонстрировали способность мик-
роРНК-373 активировать экспрессию белка
CSDC2 (белок C2, содержащий домен холодо-
вого шока) и CDH1 (E-кадгерин) путем спари-
вания микроРНК с промоторами этих генов в
линии клеток рака простаты PC-3, однако дан-
ные об индукции не подтвердились на другой
линии клеток рака простаты (LNCaP); в линии
клеток колоректального рака HCT-116 при
действии микроРНК-373 наблюдалась индук-
ция только CSDC2 [29], что может указывать на

специфичность наблюдаемых эффектов, зави-
симых от выбранной линии клеток. Можно так-
же предположить, что эпигенетическое состоя-
ние генома влияет на активацию генов при по-
мощи малых РНК. Так, нацеленная на промотор
гена Е-кадгерина малая двухцепочечная РНК
вызывает его индукцию в клетках рака простаты
PC-3 и DU-145, но не в клетках HeLa, в которых
промотор гена Е-кадгерина гиперметилирован,
что препятствует работе малой двухцепочечной
РНК; использование двухцепочечной РНК сов-
местно с деметилирующим агентом вызывает
индукцию экспрессии Е-кадгерина в клетках
HeLa [30]. Кроме того, микроРНК-373 взаимо-
действует с последовательностями, располо-
женными в генах CDH1, CSCD2 и PDE4D в клет-
ках карциномы молочной железы MCF-7, но не
в клетках HeLa [31]. Другая микроРНК-552 ин-
гибирует экспрессию цитохрома человека
P450 2E1 (CYP2E1), связываясь с промоторной
областью гена CYP2E1 [32]. В целом, все эти
данные говорят о том, что одним из механизмов
регуляции экспрессии генов-мишеней является
прямое взаимодействие микроРНК с целевыми
последовательностями в самих генах, а не толь-
ко канонический путь через связывание с мРНК
и индукцию РНК-интерференции в цитоплазме
клеток.

К настоящему моменту сложилось понима-
ние того, что компоненты комплекса RISC мо-
гут находиться не только в цитоплазме, но и в
ядре, что допускает возможность их участия в
посттранскрипционной инактивации генов с
участием микроРНК в ядре. Возможно также,
что предшественники микроРНК или другие
эндонуклеарные некодирующие РНК могут дег-
радировать в ядре. В 2013 г. Matsui et al. обнару-
жили, что микроРНК-589 в комплексе с Ago2 и
TNRC6A взаимодействует с промотор-ассоции-
рованной РНК циклооксигеназы-2 (COX-2), в
результате чего экспрессия фермента увеличи-
вается, однако механизм этого феномена не из-
вестен. В то же время при этом взаимодействии
индуцируются хроматиновые метки, связанные
с активацией генов, такие как H3K4me3 и аце-
тилирование гистона H4 (H4Ac) [33]. Контролю
со стороны ПТИГ также подвергается и длин-
ная некодирующая РНК (lncRNA) размером бо-
лее 200 нуклеотидов, MALAT1 (транскрипт 1,
ассоциированный с метастазированием адено-
карциномы легкого). MALAT1 связывается с
микроРНК-9, что приводит к Ago2-зависимой
деградации lncRNA. Еще одним примером
служит работа MACC1-AS1, являющейся анти-
смысловой lncRNA из шестого интрона гена
MACC. Основные функции этой lncРНК связы-
вают с модулированием клеточной пролифера-
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ции и опухолевой прогрессией при РМЖ. Одна-
ко связывание MACC1-AS1 с опухолевыми суп-
рессорами микроРНК-384 и микроРНК-145
приводит к увеличению пролиферации клеток
за счёт повышения экспрессии мРНК плейотро-
фина (PTN) и онкогена c-Myc [34].

Последовательности, кодирующие мик-
роРНК, могут быть расположены в энхансерных
областях белок-кодирующих генов. В недавнем
исследовании было обнаружено, что мик-
роРНК-26a-1, -339, -3179, -24-1 и -24-2 способ-
ны индуцировать экспрессию соседних генов.
Так, ген микроРНК-26а-1 находится в окруже-
нии группы белок-кодирующих генов ITGA9,
CTDSPL, VILL и PLCD1, и гиперэкспрессия этой
микроРНК в линии клеток почечного эпителия
HEK293T вызывает транскрипционную актива-
цию двух из них – ITGA9 и VILL, в то время как
микроРНК-24-1 увеличивает экспрессию сосед-
них генов, FBP1 и FANC [35]. Более того, в неко-
торых случаях экспрессия микроРНК необходи-
ма для работы энхансеров – при их отсутствии
эффект индукции транскрипции генов не наб-
людается. Интересно, что для транскрипцион-
ной активации соседних генов требуется нали-
чие Ago2 в локусе энхансера, в связи с чем был
сделан вывод о том, что сама по себе микроРНК
не может индуцировать активацию энхансера,
что обусловливает особенности регуляции
экспрессии этих генов [35].

МикроРНК могут влиять не только на про-
цессы транскрипции генов, но также участво-
вать в регуляции факторов альтернативного
сплайсинга, которые воздействуют на профили
экспрессии различных мРНК [36]. Ярким при-
мером служит управление микроРНК события-
ми альтернативного сплайсинга в постнаталь-
ном развитии сердца путем связывания с ELAV-
подобными белками CELF, важными регулято-
рами стабильности мРНК. CELF связываются с
интронами предшественников пре-мРНК в ка-
честве посредников альтернативного сплайсин-
га: микроРНК-23a и -23b нацелены на мРНК
белков CUGBP (CUG-связывающий белок) и
CELF (ETR-3-подобный фактор). Эти белки
контролируют образование почти половины
сплайс-изоформ в эмбриогенезе сердца, что
указывает на иерархию, в которой быстрое пост-
натальное повышение уровня специфических
микроРНК контролирует экспрессию альтерна-
тивных регуляторов сплайсинга и их нисходя-
щие мишени [36]. Другим примером может быть
влияние микроРНК на правильный процессинг
экзонов мРНК известными факторами сплай-
синга asd-2, hrp-2 и smu-2, которые в своей 3′-
НТО содержат сайты связывания микроРНК.
Причем было обнаружено, что при подавлении

действия микроРНК изменяется паттерн аль-
тернативного сплайсинга соответствующих ни-
жестоящих мишеней этих факторов сплайсинга
(unc-60, unc-52, lin-10 и ret-1, основные регуля-
торы развития C. elegans) [37].

За последние десять лет появилось большое
количество данных, свидетельствующих об
участии микроРНК в процессе репарации ДНК.
Двухцепочечный разрыв (DSB) ДНК иницииру-
ет формирование микроРНК [38]. Известно, что
эти микроРНК образуются из фланкирующих
областей DSB-сайтов и подвергаются обработке
Dicer. Такие микроРНК получили название
DSB-индуцированные малые РНК (diRNA). В
комплексе с Ago2 они транспортируются к
DSB-сайтам, где Ago2 функционирует в роли
адаптера и рекрутирует RAD51 – ключевой эу-
кариотический фактор репарации ДНК [38].
Различные модификации ДНК, такие как окис-
ление, метилирование, алкилирование и замена
тимина на урацил, приводят к спонтанным пов-
реждениям ДНК. Для ее защиты клетки исполь-
зуют механизм эксцизионной репарации осно-
ваний (base excision repair, BER). В процессе ра-
боты ферментов BER происходит специфичес-
кое узнавание этих повреждений и репарация
ДНК. Некоторые микроРНК участвуют в регу-
ляции компонентов BER. МикроРНК-16, -34c и
-199a могут связываться с 3′-НТО урацил-ДНК-
гликозилазы (UNG2), которая обеспечивает
удаление урацила из ДНК в клетках опухоли
[39]. Другим наглядным примером служит регу-
лирование принимающей участие в репарации
ДНК-полимеразы β (Polβ) с помощью мик-
роРНК-499, которая также связывается с
3′-НТО мРНК Polβ и активирует ее деграда-
цию [40].

В 2011 г. группа ученых из Китая обнаружила
еще одну функцию, которую микроРНК выпол-
няет в ядре – связывание с при-микроРНК. Так,
было показано, что микроРНК-709 может свя-
зываться с при-микроРНК-15a и -16-1, ингиби-
руя их дальнейший биогенез, что говорит о со-
вершенно уникальной роли микроРНК в регу-
ляции экспрессии генов [41]. Таким образом,
диапазон действий микроРНК на сегодняшний
день активно дополняется рядом их «ядерных»
функций, в число которых входит актива-
ция/репрессия транскрипции, альтернативный
сплайсинг и репарация ДНК.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ микроРНК
И ИХ ФУНКЦИИ В СОСТАВЕ ЭКЗОСОМ

В многочисленных исследованиях было по-
казано, что микроРНК способны высвобож-
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даться во внеклеточную среду и быть использо-
ваны в качестве биомаркеров при различных па-
тологиях [42]. Внеклеточные микроРНК имеют
высокую стабильность: они не подвергаются
деградации при комнатной температуре в тече-
ние нескольких дней, в том числе при неблаго-
приятных условиях (таких как сильное измене-
ние температуры и пребывание в среде с высо-
ким или низким рН) [43]. На данный момент из-
вестно о существовании двух типов микроРНК
во внеклеточном пространстве: одни присут-
ствуют в везикулах, таких как экзосомы, микро-
везикулы и апоптотические тельца, а другие – в
растворимом виде в комплексе с белками, в
частности с Ago2 [44]. Липопротеиды высокой
плотности (ЛПВП) [45] и нуклеофосмин 1
(NPM1) [46] также являются молекулами, свя-
зывающими внеклеточные микроРНК. Нахож-
дение микроРНК в комплексах необходимо для
поддержания их стабильности и защиты во
внеклеточной среде и в крови.

Экзосомы представляют собой внеклеточ-
ные везикулы диаметром 30–150 нм, секретиру-
емые различными типами клеток и содержащие
огромное количество различных соединений, в
частности белков и нуклеиновых кислот [47].
Наиболее подробно состав экзосом описан в ба-
зе данных ExoCarta (http://www.exocarta.org/).
Попадание микроРНК в экзосомы происходит
под контролем белков hnRNPA2B1 и hnRNPA1,
которые узнают специфические мотивы мик-
роРНК. Описано также присутствие Ago2 сов-
местно с микроРНК. Одним из механизмов экс-
порта экзосомальных микроРНК во внеклеточ-
ную среду является церамид-зависимый меха-
низм: ингибирование nSMase 2 (нейтральной
сфингомиелиназы 2), которая участвует в био-

синтезе церамида, снижает секрецию экзосом и
высвобождение экзосомальных микроРНК во
внеклеточную среду [48]. Вышеописанные ме-
ханизмы сортировки экзосомальных микроРНК
позволяют считать, что их экзоцитоз в целом яв-
ляется регулируемым процессом. Однако в оп-
ределенных случаях (повреждение или гибель
клеток) высокие концентрации микроРНК в
составе экзосом считаются побочными клеточ-
ными продуктами.

В настоящее время механизмы поглощения
экзосомальных микроРНК клетками изучены
недостаточно. Существуют различные гипотезы
о путях проникновения микроРНК в клетки.
Считается, что микроРНК в составе экзосом ока-
зываются внутри клеток путем эндоцитоза, фаго-
цитоза, микропиноцитоза или прямого слияния
с плазматической мембраной [49]. В свою очередь,
микроРНК вне экзосом могут проникать в клет-
ку с помощью специфических рецепторов [49].

За последние несколько лет накоплены дан-
ные о внеклеточных микроРНК, выступающих
в роли сигнальных молекул и выполняющих оп-
ределенные функции в клетках-реципиентах
как в норме (табл. 1), так и при различных пато-
логиях. Особо следует отметить роль микроРНК
в составе внеклеточных везикул в развитии и
прогрессии различных типов злокачественных
новообразований. После высвобождения опухо-
левыми клетками содержащих микроРНК экзо-
сом происходит их поглощение клетками-реци-
пиентами. В результате микроРНК оказываются
внутри клеток и могут влиять на рост опухоли,
стимулировать/ингибировать инвазию, метас-
тазирование и опухолевый неоангиогенез. По-
мимо влияния на клетки-реципиенты, мик-
роРНК в составе экзосом могут изменять мик-
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Тип микроРНК

МикроРНК-21-3p

МикроРНК-214

МикроРНК-335

МикроРНК-143/145

МикроРНК-21

Таблица 1. Функции некоторых микроРНК при физиологических состояниях

Дата
публикации

2018 [50]

2013 [51]

2011 [52]

2012 [53]

2020 [54]

Биообъекты,
источники микроРНК

пуповинная кровь

клеточная линия
HMEC-1

T-лимфоциты

HUVECs

репаративные Шван-
новские клетки (rSC)

Процесс

стимуляция пролиферации и миграции фибробластов, 
индукция процессов ангиогенеза в эндотелиальных клетках

стимуляция миграции, ангиогенеза в линии клеток HMEC-1

подавление трансляции мРНК SOX-4 в антигенпрезенти-
рующих клетках (APC), стимуляция иммунной системы

стимуляция атеропротективных свойств в гладкомышечных
клетках (SMS)

стимуляция регенерации аксонов периферических нервов

Примечание. В квадратных скобках приведены ссылки на соответствующие публикации.
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роокружение опухоли путем воздействия на
внеклеточный матрикс, активацию и привлече-
ние клеток иммунной системы [50–54].

В последнее время появляются данные о
том, что мезенхимальные стромальные клетки
(МСК) являются активными продуцентами
микроРНК, в том числе в составе их секретома.
В значительной степени эти микроРНК выпол-
няют функцию антивоспалительных и антифиб-
ротических посредников, а также способны сти-
мулировать рост сосудов и нервов при регенера-
ции ткани [55]. Тем не менее обнаруженная в
составе секретома МСК «антиангиогенная»
микроРНК-92а [56, 57] указывает на гетероген-
ность популяции МСК, а также двоякую функ-
цию конкретной микроРНК [58]. В доказатель-
ство этого есть данные о том, что эффекты мик-
роРНК-92а могут зависеть от выбранной линии
клеток, условий эксперимента, клеточного мик-
роокружения и пр. [58], а феномен гетероген-
ности популяции МСК был показан нашими
коллегами на примере микроРНК-29с и мик-
роРНК-21 в составе внеклеточных везикул, ас-
социированных с фиброзом [59], хотя одним из
хорошо описанных свойств секретома МСК яв-
ляется как раз подавление фиброза [60].

Обобщая данные, можно сказать, что прио-
ритет исследователей, изучающих микроРНК,
лежит в области идентификации и выявления их
функций в клетках. В то же время работ по изу-
чению механизмов доставки и поглощения
клетками-реципиентами достаточно мало. До-
полнительные исследования в этом направле-
нии раскроют новый потенциал экзосомальных
микроРНК в прикладном значении.

МикроРНК КАК ОНКОСУПРЕССОРЫ
В ПРОГРЕССИИ

И МЕТАСТАЗИРОВАНИИ РАКА

На сегодняшний день почти все исследова-
ния, связанные с микроРНК, основаны на срав-
нении профилей экспрессии микроРНК в абер-
рантных и нормальных клетках. Такой подход
используется и при изучении функции мик-
роРНК в патогенезе рака, что в результате дает
информацию о ранее неизвестных микроРНК,
которые могут выступать в качестве онкосуп-
рессоров или онкогенов [5]. МикроРНК-суп-
рессоры опухолей обычно предотвращают раз-
витие опухоли, ингибируя онкогены и/или ге-
ны, контролирующие клеточную дифференци-
ровку и апоптоз. Ниже на примере нескольких
хорошо изученных микроРНК будут рассмотре-
ны молекулярные механизмы онкосупрессив-
ных свойств микроРНК, влияющих на инвазию

и метастазирование, эпителиально-мезенхи-
мальный переход, а также пролиферацию и
дифференцировку клеток опухоли.

При исследовании роли микроРНК-532-3p в
развитии рака простаты было установлено, что её
гиперэкспрессия in vitro подавляет инвазию и
миграцию клеток рака простаты PC-3 за счёт
прямого ингибирования экспрессии факторов
транскрипции TRAF1/2/4 и снижения активнос-
ти транскрипционного фактора NF-κΒ. Гипер-
экспрессия микроРНК-532-3p in vivo ингибирует
способность клеток PC-3 к метастазированию в
костную ткань по сравнению с клетками кон-
трольной группы [61]. Подобный механизм опи-
сан также для микроРНК-3664-5P и -145-5p, ко-
торые подавляют прогрессию опухоли, связыва-
ясь с посредниками NF-κΒ сигнального пути и
инактивируя его, что в конечном счёте тормозит
инвазию, миграцию и метастазирование опухоле-
вых клеток различного происхождения [62, 63].

Другим хорошо описанным способом, с по-
мощью которого микроРНК могут контролиро-
вать рост и метастазирование опухоли, является
подавление эпителиально-мезенхимального пе-
рехода (ЭМП), играющего одну из ведущих ро-
лей в канцерогенезе, запуская метастазирование
и поддерживая химиорезистентность клеток
опухоли. На примере подавления экспрессии
микроРНК-2392 была показана её функция по
сдерживанию инвазии, миграции и метастазиро-
вания клеток рака желудка in vitro и in vivo. Ми-
шенями этой микроРНК служат гены MAML3 и
WHSC1 и их нисходящие мишени Slug и Twist1
соответственно, которые являются транскрип-
ционными репрессорами гена CDH1, экспрессия
которого поддерживает эпителиальный фенотип
опухолевых клеток и препятствует появлению в
них мезенхимальных маркеров, свойственных
мигрирующим клеткам [64]. Такая особенность
микроРНК-2392 ингибировать процесс ЭМП
позволяет рассматривать её как перспективную
мишень в лечении высокометастатической аде-
нокарциномы желудка. Ещё одним онкосупрес-
сором, подавляющим ЭМП, вероятно, является
микроРНК-143-5p. Используя подход подавле-
ния экспрессии микроРНК, была показана её
способность снижать экспрессию факторов
HIF-1α и Twist1, а также ингибировать ЭМП в
клетках рака желчного пузыря [65].

Нарушение сигнального пути Wnt/β-катени-
на/TCF в клетках опухоли может быть причи-
ной её гиперпролиферации, дедифференциров-
ки и химиорезистентности [66]. В одной из не-
давних работ была показана способность мик-
роРНК-148a в клетках рака поджелудочной же-
лезы PANC-1 in vitro и in vivo подавлять
Wnt/β-катенин-опосредованную пролифера-
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цию и инвазию, а также инициировать апоптоз
путём индукции онкосупрессора MEG+3 (mater-
nally expressed gene-3) [67]. Ещё одной мик-
роРНК, способной влиять на сигнальный путь
Wnt/β-катенина, а также ЭМП, функционируя
как опухолевый супрессор, является мик-
роРНК-506. Подавляя экспрессию гомеобокс-
ного белка LHX2 и фактора транскрипции
TCF4, а также снижая активность Wnt/β-кате-
нина и фактора транскрипции Twist на ксено-
графтной модели, была показана способность
гиперэкспрессии микроРНК-506 in vivo запус-
кать апоптоз и подавлять метастазирование кле-
ток рака носоглотки в лимфатических узлы; ла-
бораторные результаты, полученные экспери-
ментальным путём, проходят дальнейшую про-
верку в клинических образцах [68].

Несмотря на то что онкосупрессивные свой-
ства микроРНК привлекают онкологов в каче-
стве потенциального терапевтического подхода,
требуется более тщательное их изучение. Насто-
раживает, в частности, пример мик-
роРНК-532-3p, которая может быть онкосуп-
рессором при раке простаты [61], но высокая
экспрессия которой способствует прогрессии
аденокарциномы лёгких, т.е. она работает в ка-
честве онкогена [69]. Подробно функции мик-
роРНК как онкогенов рассмотрены ниже.

МикроРНК КАК ОНКОГЕНЫ
В ПРОГРЕССИИ

И МЕТАСТАЗИРОВАНИИ РАКА

МикроРНК, экспрессия которых повышена
в опухолях, могут рассматриваться как онкоге-
ны, способствующие прогрессированию и ме-
тастазированию опухоли, ингибируя гены-суп-
рессоры опухоли и/или гены, контролирующие
клеточную дифференцировку или апоптоз. В
2009 г. для обозначения микроРНК, ассоцииро-
ванных с метастазами, был предложен термин
metastamiR [70], с тех пор микроРНК в метаста-
зировании активно исследуются. Метастазиро-
вание является этапом опухолевой прогрессии,
характеризующим негативное течение онколо-
гических заболеваний. Это сложный многосту-
пенчатый процесс, который включает в себя
распространение клеток опухоли из первичного
узла в окружающую строму (инвазия), кровь или
лимфу и отдаленные органы и ткани. В табли-
це 2 суммированы функции наиболее известных
микроРНК, имеющих отношение к прогрессии
опухоли.

Опухолевые клетки являются активными
продуцентами внеклеточных везикул с мик-
роРНК в их составе, с помощью которых они

могут «обмениваться» информацией с окружаю-
щей опухоль стромой [98]. Процессу инвазии
предшествует ремоделирование опухолевой ни-
ши, разрушение структурных белков и межкле-
точных контактов, что облегчает проникнове-
ние опухолевых клеток в сосудистое русло. Бы-
ло показано, что высокометастатические клетки
РМЖ в составе экзосом высвобождают мик-
роРНК-105, которая снижает экспрессию белка
плотных контактов ZO-1 в эндотелиальных
клетках, нарушая барьерную функцию и облег-
чая инвазию клеток опухоли сквозь стенку сосу-
да [71]. Стимуляция опухолевого неоангиогене-
за также напрямую связана с ростом опухолево-
го узла и его метастазированием. Было показа-
но, что нейтральная сфингомиелиназа nSMase2
в составе экзосом эндотелиальных клеток
HUVECs регулирует экспрессию микроРНК-
210 в клетках РМЖ; в свою очередь, экзосомаль-
ная микроРНК-210 стимулирует ангиогенез и
метастазирование за счёт влияния на экспрес-
сию Ephrin-A3 [72].

Другим характерным признаком опухолевой
прогрессии является изменение метаболизма
глюкозы не только в опухолевых клетках, но и
метастатических нишах. В исследовании
Fong et al. было продемонстрировано действие
микроРНК-122, выделенной в составе экзосом
опухолевых клеток РМЖ, на нормальные лёгоч-
ные фибробласты и астроциты – клетки, типич-
ные для мест метастазирования при РМЖ. В
частности, под влиянием «опухолевых» экзосом
авторами было обнаружено снижение экспрес-
сии гликолитического фермента пируваткиназы
в нормальных клетках как in vitro, так и in vivo
[73]. Данное перепрограммирование системно-
го метаболизма может приводить к большей
доступности глюкозы для опухолевых клеток,
способствовать опухолевой прогрессии и фор-
мированию благоприятной среды в метастати-
ческой нише.

При раке предстательной железы наиболее
часто наблюдаются метастазы в костную ткань и
разрушение остеобластов, однако механизм та-
кого «направленного» метастазирования в кост-
ную ткань и избирательного поражения остео-
бластов не известен. Было показано, что мик-
роРНК-940 в составе экзосом опухолевых клеток
стимулирует остеогенную дифференцировку
МСК человека in vitro, и индуцирует образование
обширных остеобластических и остеолитических
метастазов in vivo у мышей [78]. Тот факт, что
МСК являются резидентами костной ткани и
могут дифференцироваться в остеогенном нап-
равлении, свидетельствует в пользу того, что
микроРНК клеток опухоли перепрограммируют
метастатическую нишу, формируя в ней благо-
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МикроРНК

МикроРНК-105

МикроРНК-210

МикроРНК-122

Семейство
микроРНК-200

МикроРНК-615-3p

МикроРНК-222

МикроРНК-665

МикроРНК-940

МикроРНК-21

МикроРНК-29a

МикроРНК-26a-5p

МикроРНК-214

МикроРНК-490-3p

МикроРНК-1247-3p

МикроРНК-190

МикроРНК-92a-3p

МикроРНК-135a

МикроРНК-221

МикроРНК-301b

МикроРНК-301a

МикроРНК-196a-5p

МикроРНК-188-5p

МикроРНК-187

МикроРНК-155-5p

Таблица 2. МикроРНК, вовлеченные в процессы онкогенеза и метастазирования различных типов рака

Дата
публикации

2014 [71]

2013 [72]

2015 [73]

2014 [74]

2020 [75]

2019 [76]

2019 [77]

2018 [78]

2012 [79]

2012 [79]

2018 [80]

2018 [81]

2016 [82]

2018 [83]

2018 [84]

2020 [85]

2018 [86]

2015 [87]

2017 [88]

2020 [89]

2019 [90]

2019 [91]

2017 [92]

2019 [93]

Тип рака

рак молочной железы

рак предстательной железы

рак лёгкого

рак печени

рак мочевого пузыря

рак поджелудочной
железы

рак кишечника

рак желудка

рак шейки матки

Процесс, регулируемый микроРНК

нарушение барьерной функции эндотелия

ангиогенез

изменение метаболизма глюкозы

активация МЭП

активация ЭМП

стимуляция инвазии и миграции

активация ЭМП
инвазия

индукция остеобластических поражений

индукция секреции провоспалительных
цитокинов

индукция секреции провоспалительных
цитокинов

миграция
инвазия

активация ЭМП

активация ЭМП
миграция
инвазия

индукция секреции провоспалительных
цитокинов

активация ЭМП

активация ЭМП

активация ЭМП

активация ЭМП

активация ЭМП

ангиогенез
усиление миграции опухолевых клеток

активация ЭМП
миграция
инвазия

миграция
инвазия

миграция
инвазия

миграции
инвазия

Клеточная
мишень

ZO 1

Ephrin-A3

PKM

Zeb1
Zeb2

PICK1

LBR

NR4A3

ARHGAP1
FAM134A

TLR7

TLR8

ITGβ8

SUFU

PCBP1

B4GALT3

PHLPP1

PTEN

GSK3β

STMN1

EGR1

SOCS5

IκBα

PTEN

FOXA2

TP53INP1
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приятную среду для формирования вторичного
опухолевого узла.

Секреция провоспалительных цитокинов
клетками опухоли также может изменять опухо-
левое микроокружение, стимулируя рост и ин-
вазию клеток опухоли. Показано, что связыва-
ние микроРНК-21 и микроРНК-29a, получен-
ных из экзосом линий клеток опухоли лёгкого
A-549 и SK-MES, с Toll-подобными рецептора-
ми 8 и 7 (TLR8, TLR7) приводит к активации
этих рецепторов в иммунных клетках. В резуль-
тате чего инициируется фактор транскрипции
NF-κB и запускается секреция цитокинов, ко-
торые далее могут активировать микроокруже-
ние опухоли, способствовать инвазии опухоле-
вых клеток и появлению вторичных очагов опу-
холевого роста [79]. В другом исследовании бы-
ло показано, что клетки высокометастатической
гепатоклеточной карциномы в составе экзосом
секретируют микроРНК-1247-3p, которая не-
посредственно нацелена на ген B4GALT3, приво-
дящий к активации β1-интегрин/NF-κB сиг-
нального пути в фибробластах, которые пере-
программируются в реактивные, т.н. опухоль-
ассоциированные фибробласты. Такие клетки
дополнительно способствуют прогрессирова-
нию заболевания, секретируя провоспалитель-
ные цитокины IL-6 и IL-8 и формируя реактив-
ное опухолевое микроокружение [83].

Способность опухолевых клеток к метастази-
рованию служит предиктором, определяющим
неблагоприятный онкологический прогноз, т.к.
одним из параметров диагностики является
оценка инвазивного статуса первичного опухо-
левого узла. На примере микроРНК-188-5p была
показана способность микроРНК провоциро-
вать метастазирование линий клеток рака же-
лудка AGS и MGC803, усиливая их инвазивные
способности и увеличивая число метастазов в
легкие [91].

Известно, что в сыворотке крови онкологи-
ческих пациентов с подтвержденными метаста-
зами повышается уровень микроРНК-200, регу-
лирующей ЭМП [99]. Семейство микроРНК-
200 включает, в частности, микроРНК-200a,
-200b, -200c, -429, -141. Основной их функцией
является подавление ЭМП и запуск обратного,
мезенхимально-эпителиального перехода,
МЭП. Механизмом этого процесса является
прямое связывание микроРНК-200 с тран-
скрипционными факторами Zeb1/2 и их инги-
бирование, а также дальнейшая репрессия мно-
гих мезенхимальных генов [99]. Исследования
Lee et al. in vitro показали, что экзосомальная
микроРНК-200, выделенная из клеточной ли-
нии высокометастатического РМЖ, поглощает-
ся клетками неметастатической линии опухоле-
вых клеток молочной железы, что приводит к
изменению экспрессии генов в них и активации
МЭП [74]. В наших исследованиях было обна-
ружено, что при выключении гена uPAR в клет-
ках нейробластомы Neuro2a происходит повы-
шение экспрессии микроРНК-34c-5p и сниже-
ние экспрессии микроРНК-141-3р, -28a-5p,
-291-3p и -295-5p. Используя методы биоинфор-
матического анализа, мы выявили кластеры ге-
нов-мишеней указанных микроРНК и опреде-
лили среди них группы генов, ответственных за
ЭМП (Snai1, Zeb2), индукцию апоптоза (Bcl6,
р21), пролиферацию (Atf1), адгезию и миграцию
клеток (CD93, ITGAV), а также участвующих в
биогенезе экзосом (TSPAN2, TSPAN11, Rab11b,
Rab21) [100].

Совместно приведенные данные свидетель-
ствуют в пользу того, что способность опухоли к
метастазированию и формированию вторичных
очагов опухолевого роста может быть приобре-
тена посредством секреции везикул, содержа-
щих микроРНК, способных выступать в роли
гуморальных посредников, регулирующих меж-
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Примечание. В квадратных скобках приведены ссылки на соответствующие публикации.

МикроРНК

МикроРНК-652

МикроРНК-590-3p

МикроРНК-504

МикроРНК-144-3p

Окончание таблицы 2

Дата
публикации

2018 [94]

2018 [95]

2017 [96]

2017 [97]

Тип рака

рак эндометрия

рак яичников

рак костей

рак почек

Процесс, регулируемый микроРНК

миграция
инвазия

миграция
инвазия

миграция
инвазия

миграция
инвазия

Клеточная
мишень

RORA

FOXA2

TP53INP1

ARID1A
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СЕМИНА и др.

клеточные коммуникации, ремоделирование
внеклеточного матрикса и перепрограммирова-
ние преметастатической ниши при метастази-
ровании.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Известно, что в процессах онкогенеза и ме-
тастазирования опухолевые клетки могут пара-
кринно оказывать эффекты далеко за пределами
их непосредственного микроокружения за счёт
продукции внеклеточных везикул и входящих в
их состав белков, микроРНК, рецепторов и их
сигнальных посредников. Входящие в состав
внеклеточных везикул микроРНК могут быть
маркерами химиорезистентности опухоли и ак-
тивного фиброза окружающей опухоль ткани. В
этой связи использование микроРНК с целью
диагностики и в качестве мишеней для терапев-
тического воздействия существенно расширяет
арсенал имеющихся подходов в онкологии, т.к.
использование экзосом с микроРНК лишено
побочных эффектов и ограничений клеточных
технологий.

Хочется отдельно подчеркнуть, что биоин-
форматические методы поиска мишеней мик-
роРНК основываются на выявлении компле-
ментарных им последовательностям в составе
3′-НТО мРНК-мишени, значительно ускоряя и
упрощая задачу. Подходы, основанные на ана-
лизе прямого взаимодействия микроРНК с це-
левыми последовательностями в самих генах
или даже с белками, используются редко. Боль-
шие надежды возлагают на идентификацию ре-
цепторов микроРНК, которые, как предполага-
ется, и будут определять эндоцитоз микроРНК и
специфичность вызываемых ими эффектов в
клетках-мишенях. На примере хорошо изучен-

ной микроРНК let-7i уже показаны не только её
«классические» функции регуляции экспрессии
генов, сдерживания инвазии клеток опухоли, но
и уникальная способность работать как лиганд
Toll-подобных рецепторов [101], активируя спе-
цифическую TLR-зависимую сигнализацию.
Учитывая важную роль этих рецепторов в фор-
мировании противоопухолевого иммунитета,
можно предположить, что использование let-7i
в составе экзосом может стать эффективным
противоопухолевым методом лечения.

Обобщая имеющиеся данные об экспрессии
и функционировании микроРНК в составе эк-
зосом, можно сказать, что они обладают свой-
ствами гуморальных посредников при онкоге-
незе. Возможно, они не только отражают харак-
тер онкогенеза в первичном очаге, но также
способны к активному перепрограммированию
клеток в составе метастатической ниши. В этой
связи использование подходов, сдерживающих
синтез онкогенных микроРНК, или использо-
вание антисмысловых последовательностей бу-
дет актуальным как для подавления роста пер-
вичной опухоли и блокирования её инва-
зии/метастазирования, так и для препятствова-
ния формированию вторичных опухолевых уз-
лов.
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MicroRNA IN ONCOLOGY: FROM MECHANISMS OF GENE EXPRESSION
REGULATION TO REPROGRAMMING OF THE METASTATIC NICHE

Review

E. V. Semina1,2*, K. D. Rysenkova1,2, K. E. Troyanovskiy2, A. A. Shmakova1, and K. A. Rubina2

1 Federal State Budgetary Organization National Cardiology Research Center of the Ministry of Health
of the Russian Federation, 121552 Moscow, Russia; E+mail: e+semina@yandex.ru

2 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Basic Medicine, 119192 Moscow, Russia

By 2003, the Human Genome project allowed revealing the complete structure of the human genome, but it appeared
that 97% of the DNA did not encode any known proteins. The explanation for this emerged later, when the untrans-
lated regions of DNA sequences were shown to encode short microRNAs and long noncoding RNAs and other
nucleotide sequences involved in regulation of gene expression. First identified in the cytoplasm, miRNAs have now
been discovered in all cell compartments, where their functions are not limited to degradation of the target mRNAs.
Being a part of exosomes or of a protein complex, microRNAs are secreted into the extracellular milieu and are
involved in morphogenesis and regeneration, oncogenesis, metastasis, and chemoresistance of cancer cells.
MicroRNAs play a dual role in cancer: on one hand, they can act as oncosuppressors; on the other hand, they can
stimulate cancer progression via inhibition of oncosuppressors or by stimulation of tumor neoangiogenesis and
immunosuppression. The review focuses on the current landscape in the field of microRNAs biogenesis, their func-
tions in cytoplasm and  nucleus, non-canonical mechanisms of regulation of gene expression and microRNAs role in
oncogenesis. The authors present their opinion on the potential role of microRNAs in the premetastatic niche orga-
nization and metastasizing per se.
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Циркулирующие аутоантитела к опухолеассоциированным аутоантигенам (ОАА) могут служить ценными
биомаркёрами для широкого спектра диагностических целей, и современная иммунология располагает
большим количеством методов глубокого сравнительного анализа репертуаров антигенных специфичнос&
тей циркулирующих антител в норме и патологии. В то же время доля клинически успешных разработок к
общему числу опубликованных исследований в данной области крайне мала, а многочисленные данные по
репертуарам специфичностей циркулирующих аутоантител у онкологических пациентов крайне слабо ин&
тегрированы в современную картину иммунологического и молекулярного «ландшафтов» опухолей челове&
ка. Настоящий обзор является попыткой выявления и систематизации основных и в значительной мере
универсальных концептуально&методических ограничений в области идентификации мишеней циркулиру&
ющих аутоантител при онкологических заболеваниях (экспрессионное смещение, вырожденность реперту&
аров ОАА, выявление в качестве ОАА мишеней «естественных» IgG, отсутствие патогенетически релевант&
ного контекста в экспериментальных системах, используемых для выявления ОАА), а также обсуждению
потенциальных и уже известных методических усовершенствований, способных значительно повысить вы&
являемость патогенетически и диагностически значимых bona fide ОАА.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: опухолеассоциированные антигены, аутоантитела, биомаркёры рака, иммунопро&
теомика.
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ВВЕДЕНИЕ

Противоопухолевый B&клеточный иммун&
ный ответ, манифестирующийся появлением в
циркуляции антител к опухолеассоциирован&
ным аутоантигенам (ОАА), является источни&
ком высокоспецифичных аутоантительных био&
маркёров опухолевого роста с высоким потен&
циалом использования для разнообразных диаг&
ностических целей [1–3]. В то же время, несмот&

ря на несколько десятилетий исследований,
посвященных анализу репертуаров антигенных
мишеней циркулирующих аутоантител в раз&
личных опухолях человека, на сегодняшний мо&
мент повсеместное применение в достаточно уз&
ком клиническом контексте нашёл лишь один
класс ОАА, а именно онконевральные аутоанти&
гены, антитела к которым рутинно используют
для доказательства паранеопластической при&
роды неврологических нарушений [4–6]; анало&

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : 2D&ЭФ – двумерный электрофорез; ОАА – опухолеассоциированный аутоантиген; ПНС –
паранеопластический неврологический синдром; ПТМ – пост&трансляционные модификации; AMIDA – autoantibody&
mediated identification of antigens/аутоантитело&опосредованная идентификация антигенов; DIGE – difference/differential
electrophoresis/разностный электрофорез; déjà&vu&АА – déjà&vu&аутоантигены; N&IgG&aAb – natural IgG autoantibodies/
естественные IgG аутоантитела; ORF – open reading frame/открытая рамка считывания; PhIP&Seq – phage immunoprecipi&
tation–sequencing/фаговая иммунопреципитация–секвенирование; PLATO – parallel analysis of translated ORFs/парал&
лельный анализ транслированных ORF; SEREX – serological analysis of tumor antigens by recombinant cDNA expression
cloning/серологический анализ опухолевых антигенов путем экспрессионного клонирования рекомбинантной кДНК;
SERPA – serological proteome analysis/серологический протеомный анализ.
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гичные разработки появляются в последние го&
ды также и в контексте других паранеопласти&
ческих синдромов аутоиммунной природы [7,
8]. С определенными оговорками [9], в список
успешных диагностических разработок можно
также включить панель из семи ОАА EarlyCDT
Lung, клинически валидированную [10, 11] и
коммерчески доступную (https://oncimmune.
com/products/earlyctd&lung) в качестве компле&
ментарного к компьютерной томографии сред&
ства диагностики рака легких в группах средне&
го и высокого риска [12, 13]. Однако же, в целом
крайне низкое соотношение количества успеш&
ных разработок к общему числу исследований в
данной области иммунологии не может не удив&
лять.

Более того, огромный пласт накапливаемой
информации, связанной с репертуарами специ&
фичностей циркулирующих аутоантител у онко&
логических пациентов, крайне слабо интегриро&
ван с фундаментальными исследованиями в об&
ласти онкоиммунологии, в т.ч. со сравнительно
недавно попавшими в фокус передовых иссле&
дований работами по роли B&клеточного звена
иммунного ответа в противоопухолевом иммун&
ном надзоре и иммунотерапии рака [14–19].

Вместе с тем по мере накопления данных,
получаемых при помощи различных методов
профилирования репертуаров, распознаваемых
циркулирующими аутоантителами ОАА, поми&
мо чисто методических ограничений каждого из
них, на первый план выходят серьезные концеп&
туальные ограничения, в той или иной мере
прослеживающиеся в подавляющем большин&
стве работ в этом разделе онкоиммунологии.
К таким ограничениям можно отнести ряд тес&
но взаимосвязанных, однако не вырожденных
факторов, таких как смещение доступного для
анализа аутоантигенного репертуара в сторону
наиболее высокопредставленных белков (экс&
прессионное смещение), эффект déjà&vu, свя&
занный с преимущественным выявлением од&
ного и того же набора аутоантигенов вне зависи&
мости от природы изучаемого заболевания, вы&
явление в качестве ОАА мишеней «естествен&
ных» IgG, отсутствие патогенетически релевант&
ного контекста в экспериментальных системах,
используемых для выявления ОАА.

В настоящей работе приведен краткий обзор
основных методов идентификации ОАА с пос&
ледующим детальным анализом причин и след&
ствий вышеперечисленных проблем и их роли в
ограничении биологической релевантности и
клинической применимости идентифицируе&
мых ОАА, а также обсуждением широкого
спектра концептуально&методических подхо&
дов, использование которых способно значи&

тельно повысить фундаментальную и приклад&
ную ценность выявляемых ОАА и аутоантиген&
ных сигнатур опухолей человека.

РАЗНООБРАЗИЕ МЕТОДОВ СИСТЕМНОГО
АНАЛИЗА РЕПЕРТУАРОВ ОАА,

РАСПОЗНАВАЕМЫХ ЦИРКУЛИРУЮЩИМИ
АУТОАНТИТЕЛАМИ

SEREX. Первый высокопроизводительный
скрининговый метод изучения репертуаров рас&
познаваемых циркулирующими антителами
аутоантигенов, а именно иммуноскрининг
кДНК&экспрессионных библиотек на основе
бактериофага λ (табл. 1) SEREX (SERological
Analysis of Tumor Antigens by REcombinant cDNA
EXpression Cloning), был разработан в середине
90&х годов прошлого века [20] и стал настоящим
прорывом для своего времени, позволившим
впервые изучить феномен противоопухолевого
гуморального иммунного ответа на системном
уровне. Фактически на протяжении последую&
щих десяти лет SEREX прочно занимал пози&
цию референс&метода среди всех технологий
идентификации мишеней циркулирующих ау&
тоантител, несмотря на ряд важных недостат&
ков, таких как высокая трудоемкость и низкая
скорость анализа, невозможность выявления
иммуногенных пост&трансляционных модифи&
каций (ПТМ) и ряд технологических сложнос&
тей, связанных с выявлением ложноположи&
тельных реакций (табл. 2) [21–23]. Интересно,
что, с ретроспективной точки зрения, у SEREX
есть одно значительное преимущество перед
пришедшим ему на смену серологическим про&
теомным анализом SEPRA (см. ниже), особенно
важное в контексте обсуждаемых в настоящем
обзоре проблем, а именно возможность выявле&
ния иммуногенных белковых продуктов низ&
копредставленных транскриптов и в целом ра&
дикально меньшее смещение репертуара дос&
тупных для распознавания аутоантигенов в сто&
рону высокопредставленных белков (табл. 2).
Однако ряд вышеперечисленных недостатков в
сочетании с бурным развитием протеомных тех&
нологий в первом десятилетии XXI века (см. ни&
же) привел к постепенному уходу SEREX с пер&
вый ролей в данной области онкоиммунологии.

Фаговый дисплей. В начале 2000&х годов па&
раллельно SEREX&исследованиям начали
предприниматься попытки адаптации для целей
профилирования репертуаров ОАА, распознава&
емых циркулирующими антителами, классичес&
кого фагового дисплея антигенных пепти&
дов (табл. 1) [24, 25]. Однако, несмотря на целый
ряд преимуществ по сравнению с SEREX (быст&
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рота, большая вероятность выявить низкопред&
ставленный клон за счёт селекционной приро&
ды биопэннинга, возможность интеграции в
процесс скрининга этапа отрицательной селек&

ции), данный метод не имел столь значительно&
го успеха, по&видимому, в силу сильнейшей сме&
щенности метода в сторону идентификации ан&
тигенных «мимик»/мимотопов, причём не толь&
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Метод

SEREX

Фаговый 
дисплей

PhIP&Seq

PLATO

Анализ иммун&
ного комплексо&
ма плазмы

AMIDA

SID&DIGE

SERPA/SPEAR/
PROTEOMEX

MAPPing

Таблица 1. Методические принципы основных методов систематического анализа репертуаров ОАА, распознаваемых
циркулирующими антителами

Метод
идентификации

сэнгеровское 
секвенирование

высокопроиз&
водительное 
секвенирование 

масс&спектромет&
рия

Иммунохимическая
система

гибридизация АСП с нитро&
целлюлозной «репликой»
зон лизиса на газоне
Escherichia coli

ИП АСП с антигенами или
антиген&содержащими
комплексами

изоляция иммунных комп&
лексов с использованием
белков A/G

ИП АСП с выделенными
белками → фракциониро&
вание преципитированных
антигенов при помощи 
2D&ЭФ

иммуноаффинная деплеция
белкового пула различными
АСП → сравнительный
анализ фильтратов при по&
мощи разностного 2D&ЭФ

фракционирование выде&
ленных белков при помощи
2D&ЭФ → выявление имму&
нореактивных белков при
помощи Вестерн&блот&ана&
лиза с различными АСП

иммуноаффинная деплеция
белкового пула контроль&
ной АСП → иммуноаффин&
ный захват белков из депле&
тированного пула экспери&
ментальной АСП

Пул аутоантигенов

фрагменты гетерологич&
ных белков, высвобождае&
мые в ходе литической ин&
фекции бактериофага

фаговая популяция, несу&
щая антигенные пептиды в
виде слитных молекул с
капсидным белком бакте&
риофага

комплексы мРНК&рибосо&
ма&белок, получаемые в
ходe in vitro транскрипции/
трансляции

присутствующие в цирку&
ляции белки в составе
циркулирующих иммун&
ных комплексов

белки, напрямую выделяе&
мые из ткани либо клеточ&
ной линии

Тип библиотеки

фаговая кДНК&экспрес&
сионная библиотека

фаг&дисплейная RPL&
либо кДНК&экспресси&
онная библиотека

Библиотека синтетичес&
ких олигонуклеотидов

кДНК&библиотека
ORF&клонов

Н/П

Примечание. Используемые сокращения: 2D&ЭФ – двумерный электрофорез; АСП – антителосодержащая проба; ИП –
иммунопреципитация; AMIDA – autoantibody&mediated identification of antigens/аутоантитело&опосредованная идентифи&
кация антингенов; MAPPing – multiple affinity protein profiling/многомерное аффинное профилирование белков; PhIP&
Seq – phage immunoprecipitation&sequencing/фаговая иммунопреципитация–секвенирование; PLATO – parallel analysis of
translated ORFs/ параллельный анализ транслированных ORF; PROTEOMEX – proteomics + SEREX/протеоми&
ка + SEREX; SEREX – serological analysis of tumor antigens by recombinant cDNA expression cloning/серологический анализ
опухолевых антигенов путем экспрессионного клонирования рекомбинантной кДНК; SERPA – serological proteome
analysis/серологический протеомный анализ; SID&DIGE – sequential immunoaffinity depletion/последовательная иммуно&
аффинная деплеция + разностный электрофорез; SPEAR – serological and proteomic evaluation of antibody responses/серо&
логическое и протеомное исследование антительных ответов.
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ко при использовании универсальных рандоми&
зированных пептидных библиотек (Random
Peptide Library, RPL) [26, 27], но и при исполь&
зовании экспрессионных библиотек кДНК
(табл. 2) [28, 29].

PhIP6Seq. Однако с развитием технологий
высокопроизводительных вариантов олигонук&
леотидного синтеза и секвенирования именно
фаговый дисплей антигенных пептидов дал на&
чало, пожалуй, одному из наиболее совершен&
ных из разработанных на сегодняшний день ме&
тодов системного анализа репертуаров распоз&
наваемых циркулирующими антителами ОАА, а
именно методу PhIP&Seq (Phage ImmunoPrecip&
itation–Sequencing) [30, 31]. В данном методе
фаговая библиотека «представляет» несмещен&
ный набор пептидов в естественных рамках счи&
тывания, покрывающих весь исследуемый про&
теом (к примеру, протеом человека), что дости&
гается за счёт использования для конструкции
библиотеки пула из нескольких сотен тысяч
олигонуклеотидов, получаемых с использовани&
ем методов высокопроизводительного олиго&
нуклеотидного синтеза (табл. 1). В отличие от

классического фагового дисплея, в PhIP&Seq ис&
пользуется только один раунд иммунопреципи&
тации библиотеки, после чего напрямую следует
этап получения библиотеки для глубокого сек&
венирования. При этом пробоспецифичное бар&
кодирование позволяет в одном образце оцени&
вать антителозависимое обогащение антиген&
ных пептидов во множестве проб, что радикаль&
но снижает стоимость анализа в расчёте на одну
антителосодержащую пробу.

PLATO. Концептуально сходным методом,
однако реализованным методически иным об&
разом, является метод PLATO (Parallel Analysis of
Translated ORF) [32, 33], разработанный той же
научной группой, что и PhIP&Seq. В этом методе
ключевая «связка» антигена/эпитопа и кодиру&
ющей его нуклеиновой кислоты достигается
при помощи технологии рибосомального дис&
плея [34], а высокое покрытие протеома и отсут&
ствие экспрессионного смещения – при помо&
щи использования в качестве антиген&кодирую&
щих пулов кДНК библиотек открытых рамок
считывания (ORF&омов) (табл. 1) [35]. Исполь&
зование в качестве антигенных мишеней полно&
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Таблица 2. Сравнение аналитических характеристик основных методов систематического анализа репертуаров ОАА,
распознаваемых циркулирующими антителами

Метод

SEREX

Фаговый
дисплей

PhIP&Seq/
PLATO

SERPA/
SPEAR/
PROTEOMEX

Иммуно&
аффинный
захват 
(AMIDA и др.)

Экспрес&
сионное

смещение

++

+

−

++++

+++

Сравнитель&
ный анализ

на этапе
скрининга

−

+

+++

+++

++/+++

Выявление
продуктов

некорректных
ORF/мимо&

топов

+

+++

−

−

−

Выявление
ПТМ

−

−

−

++

++

Выявление
конформа&
ционных
эпитопов

−

−

−/+++

−

+++

Ресурсо&
емкость

+

+

+++

+++

+++

Пропускная
способность

+

+

++++

+++

++/+++

Стоимость

+

+

+++

++

++

Примечание. Оценка выраженности параметра: отсутствует/невозможно (–), низкая (+), средняя (++), высокая (+++),
очень высокая (++++). Используемые сокращения: ИП – иммунопреципитация; ПТМ – пост&трансляционные модифи&
кации; AMIDA – autoantibody&mediated identification of antigens/аутоантитело&опосредованная идентификация антигенов;
MAPPing – multiple affinity protein profiling/многомерное аффинное профилирование белков; PhIP&Seq – phage immuno&
precipitation–sequencing/фаговая иммунопреципитация–секвенирование; PLATO – parallel analysis of translated ORFs/
параллельный анализ транслированных ORF; PROTEOMEX – proteomic + SEREX/протеомика + SEREX; SEREX – sero&
logical analysis of tumor antigens by recombinant cDNA expression cloning/серологический анализ опухолевых антигенов пу&
тем экспрессионного клонирования рекомбинантной кДНК; SERPA – serological proteome analysis/серологический про&
теомный анализ; SID&DIGE – sequential immunoaffinity depletion/последовательная иммуноаффинная деплеция + разно&
стный электрофорез; SPEAR – serological and proteomic evaluation of antibody responses/серологическое и протеомное иссле&
дование антительных ответов.
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размерных белков предоставляет данному мето&
ду возможность выявлять широкий спектр кон&
формационных эпитопов (в т.ч. «прерывающих&
ся» (discontinuous)) (табл. 2). Покрытие протеома
в PLATO&анализе с использованием доступных
на сегодняшний день библиотек ORF приблизи&
тельно в полтора раза ниже, нежели уже в первой
работе с использованием PhIP&Seq (16 000 [35]
против 24 000 [30] ORF соответственно), однако
по мере релиза новых версий ORF&ома челове&
ка [36] следует ожидать, что данное ограничение
потеряет свою актуальность в ближайшие годы.
Следует также отметить, что как PhIP&Seq, так и
PLATO не выявляют ПТМ&эпитопы, что, по су&
ти, является главным методическим ограниче&
нием этих методов (табл. 2).

SERPA, PROTEOMEX и SPEAR. С середины
2000&х годов, наряду со скринингом фаговых
библиотек, начинается бурное развитие проте&
омных технологий, которое в полной мере зат&
ронуло и профилирование репертуаров мише&
ней циркулирующих аутоантител. Прототип&
ным методом в этой группе является серологи&
ческий протеомный анализ SERPA (SERological
Proteome Analysis) [37], известный также как
PROTEOMEX (PROTEOMe&Based Target
Evaluation Combined With Immuno&Reactive
Target Structure Identification Explored by Sera
(SerEX)) [38] и SPEAR (Serological and Proteomic
Evaluation of Antibody Responses) [39]. Данный
метод основан на комбинации классического
двумерного электрофореза (2D&ЭФ) белковой
фракции выбранного клеточного источника
(клеточная линия, первичная ткань опухоли и
т.д.), вестерн&блот&анализа с использованием в
качестве гибридизационной пробы исследуемой
сыворотки пациента и идентификации иммуно&
реактивных белков при помощи масс&спект&
рального анализа (в настоящее время – в основ&
ном тандемной хромато&масс&спектромет&
рии) (табл. 1). Не будет преувеличением сказать,
что в последние 10–15 лет наибольшее число ра&
бот по изучению репертуаров аутоантительных
специфичностей в онкологических заболевани&
ях было выполнено при помощи различных мо&
дификаций SERPA, в связи с чем мы подробнее
остановимся на преимуществах и ограничениях
данного метода.

Популярность SERPA (помимо того, что он в
значительной степени «поймал волну» станов&
ления и развития проекта «Протеом челове&
ка») [40] в основном диктовалась принципиаль&
ной возможностью детекции аутоантител про&
тив естественных ПТМ, а также сравнительно
высокой (относительно SEREX) быстротой и
пропускной способностью. Однако, пожалуй,
главным преимуществом SERPA перед SEREX

является возможность в одном эксперименте
получать исчерпывающую (в пределах чувстви&
тельности и разрешающей способности метода)
глобальную визуально интерпретируемую кар&
тину иммунореактивности изучаемой антитело&
содержащей пробы против всего выбранного
белкового пула. Получаемые паттерны (т.е.
de facto визуальные отображения глобального
репертуара антигенов, распознаваемых аутоан&
тителами в различных антителосодержащих
пробах) могут напрямую сравниваться друг с
другом непосредственно в ходе скринингового
этапа исследования (табл. 2) [41–44]. Это позво&
ляет в режиме реального времени контролиро&
вать отбор аутоантигенов для последующего
включения в валидационную панель, исходя из
соотношения наблюдаемых частот и интенсив&
ностей реактивности индивидуальных точек в
группах изучаемого заболевания и контроля,
что принципиально невозможно на этапе пер&
вичного SEREX&скрининга.

Среди недостатков SERPA обычно отмечают
невозможность выявления конформационных
эпитопов, слабую представленность в получае&
мых пулах белков мембранной фракции, а также
сложность безошибочного внутри&эксперимен&
тального (гель для переноса → мембрана → гиб&
ридизационная картина → препаративный гель)
и межэкспериментального (сравнительный ана&
лиз гибридизационных паттернов различных
антителосодержащих проб между собой) «отсле&
живания» локализации индивидуальных бел&
ков; для решения второй проблемы был предло&
жен и успешно использован целый ряд модифи&
каций [45–51]. Однако же, по&видимому, клю&
чевым недостатком SERPA является ограничен&
ная глубина иммуномного профилирования и
выраженная систематическая смещенность дос&
тупного для анализа аутоантигенного репертуа&
ра в сторону высокопредставленных белков
(экспрессионная смещенность) (табл. 2) [52].
В основе этого недостатка лежат хорошо извест&
ные ограничения 2D&ЭФ, как ключевой мето&
дической составляющей SERPA, а именно:
1) ограниченная (и несопоставимая с диапазо&
ном представленности различных белков в клет&
ке) чувствительность как красителей для визуа&
лизации белков в гелях и на мембранах, так и
вестерн&блот&анализа; 2) ограниченная разре&
шающая способность геля в двух направлениях;
3) эффект «экранирования» низкопредставлен&
ных белков более высокопредставленными бел&
ками и их изоформами («gel crowding») с близки&
ми значениями изоэлектрической точки и моле&
кулярной массы [53].

Поскольку одной из причин экспрессионно&
го смещения SERPA является, таким образом,

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021

693



БЕЛОУСОВ

высокая комплексность нефракционированных
протеомов (и, соответственно, низкая эффек&
тивная разрешающая способность 2D&ЭФ),
чувствительность метода может быть увеличена
за счёт префракционирования белков выбран&
ного клеточного источника антигенов. Однако
исчерпывающее исследование всех фракций (к
примеру, всех отдельных органелл), очевидно,
несовместимо с последующим иммунохимичес&
ким анализом аутоантительной реактивности
сколь&либо значимого количества антителосо&
держащих проб в разумных временных и ресурс&
ных рамках. При этом фокусирование на какой&
либо отдельной фракции при отсутствии силь&
ных априорных данных о физико&химических
свойствах или внутриклеточной локализации
интересующих антигенов, по сути, является
просто заменой одного систематического сме&
щения другим, ещё более выраженным, при ко&
тором за пределами аналитических возможнос&
тей метода принципиально остаются все белки,
не входящие в состав изучаемой фракции.

AMIDA. Вышеприведенные соображения,
очевидным образом, не касаются тех случаев,
когда изначальное иммуноаффинное фракцио&
нирование проводится с использованием
собственно антител, входящих в состав изучае&
мой антителосодержащей пробы. Такой подход
реализован в методе AMIDA (Autoantibody&
Mediated Identification of Antigens) [54, 55], в ко&
тором ключевое иммунохимическое событие
метода (образование комплекса антиген–анти&
тело) и снижение комплексности анализируе&
мого протеома объединены в единый этап им&
мунопреципитации антигенов нативного лиза&
та клеток иммобилизованными на носителе
(частицах, функционализированных белком А
и/или белком G) IgG. Элюат преципитирован&
ных белков далее разделяют при помощи 2D&
ЭФ, белки визуализируют в геле высокочув&
ствительным красителем и напрямую иденти&
фицируют при помощи тандемной хромато&
масс&спектрометрии (табл. 1). Проведенный
Ganesan et al. [52] мета&анализ достаточно ярко
демонстрирует значительно лучшую сбаланси&
рованность AMIDA и концептуально сходных
методов в выявлении низко& и высокопредстав&
ленных белков по сравнению с SERPA. Допол&
нительными преимуществами AMIDA являют&
ся отсутствие необходимости многоэтапного
совмещения гелей, мембран и гибридизацион&
ных реплик (см. выше), а также возможность
выявления конформационных эпито&
пов (табл. 2). В то же время нижний предел
представленности выявляемых аутоантигенов
оказался приблизительно таким же, как и в слу&
чае SERPA, а сглаживание экспрессионной

смещенности носило скорее количественный,
но не качественный характер (табл. 2). Главным
же недостатком AMIDA в его оригинальном ва&
рианте является неизбежная ко&элюция имму&
ноглобулинов вместе с аутоантигенами, в ре&
зультате которой легкие и тяжелые цепи IgG
формируют в 2D&электрофореграмме объемные
«цепочки» точек, экранирующие значительную
часть 2D&геля и делающие невозможным выяв&
ление белков в достаточно «богатых» областях
20–30 и 50–60 кДа щелочной части геля [52].
Для решения этих и других проблем AMIDA
был предложен ряд модификаций оригиналь&
ного метода [56, 57], однако все эти подходы не
завоевали популярности, сопоставимой с
SERPA.

Белковые и пептидные микроэрреи. Наконец,
нельзя обойти вниманием технологии белко&
вых [58, 59] и пептидных [60] микроэрреев (мик&
рочипов). В то время как микроэрреи низ&
кой/средней плотности (десятки&сотни точек на
эррей) являются методами, широко используе&
мыми для валидации диагностической ценности
панелей аутоантигенов, ранее идентифициро&
ванных другими скрининговыми методами,
современные микроэрреи высокой плотности (к
примеру, HuProtTM array, https://cdi.bio/huprot/,
содержащий более 20 000 рекомбинантных бел&
ков, экспрессированных в эукариотической
системе) являются полноценными скрининго&
выми системами, и практически по всем анали&
тическим параметрам (прежде всего – по глуби&
не/покрытию протеома и отсутствию проблемы
экспрессионного смещения, детально обсужда&
емой в настоящем обзоре) конкуренцию им мо&
гут составить лишь PhIP&Seq и PLATO. Однако
ключевым недостатком белковых/пептидных
микроэрреев является их стоимость. Так, в ис&
следовании минимально&репрезентативной вы&
борки пациентов и контролей (15–20 проб в
каждой группе) без включения технических и
биологических повторов прямые расходы толь&
ко на сами микроэрреи составят от 50 до 100%
годовой суммы, выделяемой в рамках грантов
класса NIH R03 или РНФ на исследования, про&
водимые отдельными научными группами. С
учётом необходимости доступа к высокоспециа&
лизированному оборудованию и программному
обеспечению для анализа данных, исследование
сколь&либо адекватной выборки с использова&
нием белковых микроэрреев высокой плотнос&
ти в рамках относительно небольшого исследо&
вания не представляется выполнимым.

Данный раздел, разумеется, не претендует
как на полноту цитирования всех работ, выпол&
ненных с использованием обсуждаемых мето&
дов, так и на исчерпывающее описание всех тех&
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нологий, применяемых в данной области имму&
нологии. Так, мы не касались методов дрожже&
вого дисплея [61, 62], анализа иммунного комп&
лексома плазмы крови [63–66], методов много&
мерной иммуноаффинной хроматографии
MAPPing (Multiple Affinity Protein Profiling)
[67, 68] и последовательной иммуноаффинной
деплеции c разностным электрофорезом SID&
DIGE (Sequential Immunoaffinity Depletion +
DIfference Gel Electrophoresis) [69] (табл. 1), а
также большого количества модификаций вы&
шеперечисленных методов, некоторые из кото&
рых описаны более детально в нижеследующих
разделах настоящего обзора. Однако именно
этот набор наиболее часто используемых и/или
концептуально важных методов дает достаточ&
ное представление о структуре методологичес&
кого спектра в области систематического анали&
за репертуаров ОАА, а также очерчивает базовую
проблематику в этой области, анализу которой и
посвящен настоящий обзор.

ПРОБЛЕМА ЭКСПРЕССИОННОГО
СМЕЩЕНИЯ И «ЭФФЕКТ DÉJÀ6VU»

Систематическая смещенность изначально
доступного для анализа аутоантигенного репер&
туара в сторону наиболее высокопредставлен&
ных белков является характерной и неотъемле&
мой чертой всех методов, использующих в каче&
стве исходного материала естественно&распре&
деленный пул транскриптов или белков той или
иной первичной ткани или устойчивой клеточ&
ной линии (табл. 2). Однако же, если при имму&
носкрининге фаговых библиотек данный эф&
фект может быть в значительной степени ском&
пенсирован за счёт высокой численности
проскринированных клонов (SEREX) либо аф&
финной селекции (фаговый дисплей), то в слу&
чае наиболее популярных иммунопротеомных
подходов (прежде всего, SERPA) в основе дан&
ного смещения лежат слабомодифицируемые (в
рамках сохранения основных преимуществ ме&
тода) аналитические характеристики используе&
мых подходов (cм. предыдущий раздел).

Важность этого ограничения сложно пере&
оценить, поскольку оно заключается даже не в
простой недоступности для анализа значитель&
ной части клеточного протеома, но в недоступ&
ности как раз той его части, которая содержит
белки, наиболее важные в отношении тонкой
регуляции клеточных процессов в норме и пато&
логии, в том числе и в онкологических заболева&
ниях. Иными словами, смещение анализируе&
мой выборки белков носит не только концент&
рационный, но и функциональный характер.

Поэтому преимущественное выявление в каче&
стве ОАА наиболее высокопредставленных бел&
ков (по сути, в основном продуктов хаускипинг&
генов) является качественным фактором, зна&
чительно ограничивающим как клиническую
применимость выявляемых мишеней аутоим&
мунного ответа, так и возможности научной ин&
теграции получаемых данных с фундаменталь&
ными механистическими исследованиями в об&
ласти опухолевой иммунологии.

Одним из ярких следствий данного ограни&
чения является вырожденность аутоантигенных
репертуаров, выявляемых в совершенно не свя&
занных между собой заболеваниях и патологи&
ческих состояниях [51]. Данный эффект, оче&
видно, является феноменом, родственным так
называемому «эффекту déjà&vu», описанному
ещё в 2008 г. Petrak et al. [70] в контексте класси&
ческой дифференциальной протеомики и зак&
лючающемуся в повторной идентификации в
качестве «дифференциально экспрессируемых»
одного и того же «хит&парада» белков практи&
чески вне зависимости от типа сравниваемых
объектов, состояний, тканей, стимулов и даже
видовой принадлежности исследуемого биома&
териала. Для отдельных классов белков попада&
ние в этот «хит&парад», очевидно, обусловлено
аналитическими артефактами протеомных ме&
тодов (эпидермальные кератины как убиквитар&
ные «средовые» контаминанты; неэпидермаль&
ные белки цитоскелета (актины, тубулины, ви&
ментин), изоформы которых могут опосредо&
вать эффект «gel crowding» [51, 53]). Однако для
большинства белков в списках Petrak et al. попа&
дание в них, очевидно, обусловлено тем, что они
являются универсальными сенсорами клеточ&
ного стресса практически любой природы, вы&
сокая представленность которых в клетке при&
водит к их первоочередному выявлению в лю&
бом дифференциальном протеомном экспери&
менте.

В контексте же обсуждаемых в настоящем
обзоре проблем крайне интересным представля&
ется то, что практически все индивидуальные
белки и белковые классы, входящие в «хит&па&
рад» Petrak et al., также идентифицируются из
работы в работу как аутоантигены, ассоцииро&
ванные с патологическими состояниями самого
широкого спектра [51]. Пожалуй, наиболее по&
казательным в этом смысле аутоантигеном яв&
ляется фермент α&енолаза (ENOA, ENO1), ката&
лизирующая превращение 2&фосфо&D&глицери&
новой кислоты в фосфоенолпируват на пред&
последней стадии гликолиза. Занимая ранги
№ 1 (32% экспериментов) и № 2 (29% экспери&
ментов) в скомпилированных Petrak et al. [70]
списках индивидуальных белков, наиболее час&
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то идентифицируемых, как дифферециально&
экспрессируемые в клетках грызунов и человека
соответственно, этот же белок является наибо&
лее часто идентифицируемой антигенной ми&
шенью диагностически значимых аутоантител
практически вне зависимости от природы изу&
чаемой патологии. Аутоантитела против ENO1
были идентифицированы как «кандидатный био&
маркёр» при привычном невынашивании бере&
менности [71], мембранозном гломерулонефри&
те [72], фиброзе печени [73], эндометриозе [74],
лимфоцитарном гипофизите [75], раке подже&
лудочной железы [76] и ещё более чем в двух де&
сятках никак не связанных между собой заболе&
ваний и патологических состояний [51].

DÉJÀ6VU6АУТОАНТИГЕНЫ (DÉJÀ6VU6АА)
КАК МИШЕНИ ЕСТЕСТВЕННЫХ
IgG6АУТОАНТИТЕЛ (N6IgG6aAB)

Представляется крайне важным, что многие
из таких «универсальных» аутоантигенов (да&
лее – déjà&vu&АА) также идентифицируются как
мишени «естественных» IgG (N&IgG&aAb) в ра&
ботах по таргетному изучению репертуаров ау&
тоантительных специфичностей у условно&здо&
ровых индивидов [77–82]. В рамках данного об&
зора мы не будем обсуждать многочисленные
аспекты иммунобиологии N&IgG&aAb (в том
числе терминологические тонкости), которые
детально изложены в ряде обзорных статей пос&
ледних лет [83–85]; некоторые важные для изло&
жения детали будут обсуждены отдельно в ни&
жеследующих разделах. В контексте настоящего
обзора, под N&IgG&aAb мы будем понимать лю&
бые IgG&аутоантитела, присутствующие в цир&
куляции у условно&здоровых индивидов при от&
сутствии анамнестических данных о любых за&
болеваниях, в которых присутствует выражен&
ный компонент аутоиммунного ответа (нейро&
дегенеративные, неинфекционные воспали&
тельные, онкологические и собственно аутоим&
мунные заболевания).

В наших собственных исследованиях (Бело&
усов с соавт., неопубликованные данные) при
помощи выборочной идентификации антиге&
нов, демонстрирующих в SERPA&анализе высо&
коинтенсивные реакции у >10% условно&здоро&
вых доноров, нам удалось выявить по меньшей
мере восемь аутоантигенов, ранее идентифици&
рованных другими группами в качестве
ОАА (ANXA2, ENO1, HSPA8, HSPA9, HSPD1,
PGAM1, SOD2 и TIM); четыре из них (ANXA2,
ENO1, PGAM1 и TIM) также были выявлены в
качестве мишеней N&IgG&aAb с умеренными и
высокими частотами реактивности (>10% инди&

видов) в работе Li et al. [77], посвященной ис&
следованию репертуаров антигенных специ&
фичностей циркулирующих IgG у 35 условно&
здоровых индивидов при помощи SERPA&ана&
лиза. Следует отметить, что все остальные ауто&
антигены, выявленные в работе Li et al., также
многократно выявлялись в качестве ОАА в дру&
гих исследованиях. В силу того, что количество
таких работ составляет по меньшей мере нес&
колько десятков, а их упоминание в данном
контексте имеет исключительно иллюстратив&
ную цель, в настоящем обзоре соответствующие
публикации не процитированы, однако могут
быть легко найдены при помощи обсуждаемой
ниже базы данных AAgAtlas (http://biokb.ncpsb.
org/aagatlas_portal/).

Общепризнанных объяснений, почему одни
и те же белки в одних исследованиях демонстри&
руют значимую аутоантительную реактивность в
группе условно&здоровых доноров, а в других –
нет, в литературе не представлено. Однако зна&
чимыми факторами вариативности могут быть
различия в клинико&демографических, средо&
вых и генетических факторах изучаемых попу&
ляций, а также в используемых для исследова&
ния аналитических платформах. Так, в ходе изу&
чения спектра антигенных специфичностей N&
IgG&aAb при помощи микроэрреев высокой
плотности Nagele et al. [81] продемонстрирова&
ли, что базовый репертуар N&IgG&aAb значи&
тельно шире у женщин (что согласуется с тем,
что женщины в гораздо большей степени под&
вержены абсолютному большинству аутоим&
мунных заболеваний) и расширяется с возрас&
том у обоих полов. В свою очередь, Sanchez
et al. [86] показали, что в вестерн&блот&анализе с
белками линии рака простаты PC3 в качестве
источника антигенов сыворотки афроамерикан&
цев с раком простаты демонстрируют намного
более выраженную общую и анти&ENO1 аутоан&
тительную реактивность, нежели сыворотки
американцев европейского происхождения c
аналогичным диагнозом. Однако в ELISA&ана&
лизе с использованием очищенного рекомбинант&
ного ENO1 в качестве антигена паттерн распоз&
навания менялся на прямо противоположный.
Так или иначе и вне зависимости от конкретного
объяснения того, почему одни и те же белки в од&
них исследованиях идентифицируются как ОАА,
а в других – как мишени N&IgG&aAb, очевидно,
что множества déjà&vu&АА и мишеней N&IgG&aAb
значительно пересекаются друг с другом.

Следует специфически обратить внимание
на то, что значительное пересечение множеств,
идентифицируемых в отдельных исследованиях
кандидатных ОАА, déjà&vu&АА и мишеней N&
IgG&aAb, в абсолютном большинстве случаев,
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по&видимому, не является признаком грубых ар&
тефактов, связанных с дизайном или методоло&
гией исследований. Крайне интересные в этом
смысле данные получают в работах с использо&
ванием генноинженерных мышиных моделей
онкологических заболеваний, в которых влия&
ние средовых и генетических факторов сведено
практически к нулю. Так, Cappello et al. [87] ис&
пользовали метод SERPA для выявления аутоан&
тигенов, вызывающих аутоантительный ответ
по мере взросления мышей KC (LSL4
Trp53R172H/+; Pdx414Cre) и KPC (LSL4KrasG12D/+;
LSL4Trp53R172H/+; Pdx414Cre), спонтанно разви&
вающих предопухолевые изменения протоков
поджелудочной железы и протоковый рак. Из
девяти антигенов, демонстрировавших значи&
мые различия в частотах сывороточной реактив&
ности между KC/KPC и контрольными Pdx414
Cre&мышами, лишь один (11%) демонстрировал
тотальное отсутствие реактивности в контроль&
ных мышах, в то время как восемь осталь&
ных (89%) демонстрировали повышение титра
соответствующих аутоантител и частот их выяв&
ления с изначально ненулевых значений у Pdx4
14Cre&мышей. Ещё более интересно, что два из
девяти (22%) идентифицированных аутоантиге&
нов (ANXA2 и HNRNPL) также были выявлены
в вышеупомянутой работе Li et al. [77] в качест&
ве мишеней N&IgG&aAb человека с умеренными
и высокими частотами реактивности.

Таким образом, в смысле соотношения мно&
жеств déjà&vu&АА и мишеней N&IgG&aAb друг с
другом, по&видимому, речь идёт об иммунологи&
чески консервативном феномене, при котором
концентрация и частота выявления некоторых
концентрационно лабильных N&IgG&aAb резко
возрастает при развитии в организме относи&
тельно серьёзных патологических изменений.
При этом широкий спектр таких измене&
ний (см. ниже) и высокая представленность со&
ответствующих белков в протеоме приводит к их
первоочередному выявлению в качестве канди&
датных аутоантигенов в большом количестве ра&
бот, выполненных на методических платфор&
мах, характеризующихся экспрессионной сме&
щённостью (табл. 2), что и приводит к выше&
описанной проблеме вырожденности/эффек&
ту déjà&vu.

Основная же проблема, связанная с выявле&
нием déjà&vu&АА/мишеней концентрационно
лабильных N&IgG&aAb, заключается в том, что
такие аутоантитела в реальности не являются
истинным (bona fide) «маркёрным» феноменом
ни одного из заболеваний, в контексте которых
они идентифицируются. При этом триггером
активации B&клеточного ответа являются, по&
видимому, в значительной степени неспецифи&

ческие клеточные и тканевые процессы, сопро&
вождающие широкий спектр патологических
состояний и гомеостатических процессов, таких
как воспаление, компрессия здоровой ткани па&
тологическим очагом с последующей её атрофи&
ей, некротические процессы, вторичное инфи&
цирование, различные виды стресса, дисбаланс
различных видов клеточной гибели, гиперакти&
вация тканевых протеиназ, репаративные про&
цессы в тканях, недостаточность фагоцитоза
апоптотических клеток и т.д. [2]. Очевидно так&
же, что диагностическая точность подобных
кандидатных биомаркёров, демонстрируя порой
весьма высокие значения в модельных условиях
(к примеру, в сравнении пациентов с запущен&
ными формами рака и условно&здоровых инди&
видов), не может не быть скомпрометирована в
реальных клинических ситуациях, в которых,
как правило, речь идёт о необходимости дис&
криминации локализованной формы рака и не&
онкологической патологии на фоне множества
сопутствующих заболеваний.

Следует отметить, что сама по себе иденти&
фикация мишеней N&IgG&aAb является чрезвы&
чайно важной задачей в контексте изучения ро&
ли таких антител в иммунной защите, тканевом
гомеостазе и патогенезе неинфекционных
(и прежде всего – аутоиммунных) заболеваний в
целом. Однако же в контексте изучения «имму&
нома» конкретных онкологических патологий –
как с точки зрения иммунобиологии рака, так и
с точки зрения клинической онкологии, инте&
рес представляют bona fide ОАА, т.е. те аутоанти&
гены, иммуногенность которых максимально
тесно связана с процессом злокачественной
трансформации и прогрессии; при этом выявле&
ние déjà&vu&АА/мишеней N&IgG&aAb, очевидно,
должно быть сведено к минимуму. В нижеследу&
ющих разделах обзора причины преимущест&
венного выявления déjà&vu&АА/мишеней N&
IgG&aAb будут рассмотрены более подробно в
непосредственном контексте концептуальных и
методических усовершенствований, способных
изменить соотношение выявляемости déjà&vu&
АА/мишеней N&IgG&aAb, с одной стороны, и
bona fide ОАА – c другой, в сторону преимущест&
венного выявления последних.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ НЕСМЕЩЕННЫХ
МЕТОДОВ ИММУНОМНОГО

ПРОФИЛИРОВАНИЯ

Современные методы несмещённого анали&
за репертуаров, распознаваемых циркулирую&
щими аутоантителами ОАА (белковые микроэр&
реи высокой плотности [58, 59], PhIP&Seq
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[30, 31] и PLATO [32, 33]), по определению ли&
шены проблемы экспрессионного смещения (и,
соответственно, в значительной степени –
проблемы вырожденности/эффекта déjà&vu) и
являются в этом смысле идеальной альтернати&
вой методам классической иммунопротеоми&
ки (табл. 2). В то же время крайне высокая стои&
мость белковых микроэрреев высокой плотнос&
ти фактически делает невозможным их исполь&
зование в небольших поисковых исследованиях.
Важными исключениями являются исследова&
ния, дизайн которых изначально предполагает
использование крайне ограниченного набора
проб в скрининговой части, а также прикладные
научно&клинические задачи по идентификации
мишеней аутоиммунного ответа у отдельных па&
циентов (к примеру, у пациента с вероятным па&
ранеопластическим неврологическим синдро&
мом (ПНС) и неопределяемым уровнем аутоан&
тител к известным онконевральным аутоантиге&
нам). В таких случаях современные несмещён&
ные методы (в т.ч. белковые микроэрреи высо&
кой плотности) являются, пожалуй, наилучшей
альтернативой – с оговоркой на то, что чрезмер&
ное ограничение числа антителосодержащих
проб на скрининговом этапе исследования чре&
вато дополнительными ограничениями, способ&
ными значительно нивелировать преимущества
несмещённых методов (см. ниже).

Крайне привлекательной альтернативой
белковым микроэрреям являются методы PhIP&
Seq [30, 31] и PLATO [32, 33] (табл. 1 и 2). По
оценкам авторов, при пробоспецифичном бар&
кодировании стоимость анализа в расчёте на од&
ну антителосодержащую пробу в 10–100 раз
меньше, нежели при использовании белковых
микроэрреев. Тем не менее синтез олигонуклео&
тидной библиотеки или покупка ORF&библио&
теки требует значительных разовых финансовых
вложений (несколько десятков тысяч долла&
ров CША), а сами методы базируются на после&
довательном использовании нескольких высо&
котехнологичных подходов (табл. 1). Это требу&
ет не только доступа к широкому спектру специ&
ализированного оборудования и программного
обеспечения, но ещё и наличия мультидисцип&
линарной исследовательской группы с широ&
ким спектром экспертиз. Наконец, относитель&
но небольшое количество опубликованных ра&
бот, посвящённых профилированию репертуа&
ров, распознаваемых циркулирующими аутоан&
тителами ОАА при помощи PhIP&Seq [8, 30,
88–91] и PLATO [32, 88], пока не позволяют в
полной мере оценить все положительные и от&
рицательные стороны этих методов, а также их
реализуемость в контексте небольших пилотных
исследований.

В завершение данного раздела следует отме&
тить, что множество мишеней N&IgG&aAb, хотя
и демонстрирует выраженную ассоциацию с
группами déjà&vu&АА и/или высокопредставлен&
ных белков, однако последними отнюдь не ог&
раничивается. Справедливо и обратное – сама
по себе высокая представленность белка в орга&
низме или конкретной клеточной популяции
отнюдь не является автоматическим указанием
на то, что такой аутоантиген является мишенью
N&IgG&aAb. Таким образом, проблема дискри&
минации bona fide ОАА и N&IgG&aAb актуальна и
для несмещённых методов профилирования, в
особенности при анализе небольших выборок,
которые наиболее часто используются в контек&
сте таких методов (в силу высокой стоимости
анализа) и в которых невозможность адекватно&
го контроля частот аутоантительной реактив&
ности к кандидатным ОАА в обеих исследуемых
группах закономерным образом приводит к обо&
гащению набора идентифицируемых антигенов
нерекуррентно реагирующими ОАА и мишеня&
ми N&IgG&aAb.

МОДИФИКАЦИЯ КРИТЕРИЕВ ПОДБОРА
КОНТРОЛЬНЫХ ГРУПП

Важно отметить, что в силу вышеописанной
вариабельности иммунореактивности N&IgG&
aAb в зависимости от клинико&демографичес&
ких, средовых и генетических факторов наличие
статистически достоверных отличий в частотах
встречаемости аутоантител определенной спе&
цифичности между двумя анализируемыми
группами само по себе не является индикатором
того, что идентифицированный аутоантиген
представляет собой bona fide ОАА. Действитель&
но, во всех вышеупомянутых исследованиях,
приводивших к идентификации déjà&vu&АА/ми&
шеней N&IgG&aAb, кандидатные ОАА демон&
стрировали высокозначимые отличия по встре&
чаемости соответствующих аутоантител между
группой изучаемого заболевания и корректно
подобранной контрольной группой.

Таким образом, первой стратегией, реализу&
емой еще на этапе продумывания дизайна ис&
следовании и потенциально способной снизить
долю déjà&vu&АА/мишеней N&IgG&aAb в резуль&
татах скрининга, является вытекающая из вари&
абельности аутоантительной реактивности та&
ких антигенов в зависимости от различных фак&
торов (см. выше) максимально возможная кли&
нико&демографическая, средовая и генетичес&
кая диверсификация контрольной группы, ре&
активность в которой и составляет определяю&
щее свойство N&IgG&aAb. Классический дизайн
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контрольной группы, в котором распределение
клинико&демографических (возраст, пол) и, по
возможности, других факторов (средовые, гене&
тические) в максимальной степени соответству&
ет таковому в группе изучаемого заболевания,
по&видимому, является субоптимальным в кон&
тексте идентификации ОАА. В действительнос&
ти такой дизайн заведомо занижает вариабель&
ность концентрации аутоантител в контрольной
группе по сравнению с общепопуляционным,
тем самым создавая благоприятные условия для
первоочередного выявления déjà&vu&АА/мише&
ней N&IgG&aAb. В особенности данный пункт
может оказаться актуальным в контексте онко&
заболеваний, возникающих в группах с относи&
тельно узким спектром специфичностей N&IgG&
aAb – дети и молодые взрослые мужчины [81].

К этому же пункту вплотную примыкает не&
обходимость тщательного и продуманного
контроля коморбидных, фоновых и сопутствую&
щих заболеваний, в особенности если послед&
ние имеют воспалительную или аутоиммунную
природу (что является крайне частой ситуацией
при злокачественных поражениях самой разной
тканевой и органной принадлежности), пос&
кольку именно в таких ситуациях шанс выявле&
ния déjà&vu&АА/мишеней N&IgG особенно вы&
сок. Так, Looi et al. [92] использовали метод
SERPA для профилирования репертуаров ауто&
антительных специфичностей у пациентов с ге&
патоцеллюлярной карциномой. Из 28 антиге&
нов, демонстрировавших аутоантительную ре&
активность у пациентов с раком печени при от&
сутствии таковой в пулированной пробе сыво&
роток здоровых доноров, 17 антигенов (61%)
также демонстрировали значимые частоты ре&
активности хотя бы в одной из групп пациентов
с хроническим гепатитом или циррозом печени,
и 8 антигенов (29%) значимо реагировали во
всех трех исследованных группах.

Весьма интересные данные получаются при
сопоставлении набора идентифицированных в
данной работе кандидатных ОАА с объединён&
ным списком выявляемых при помощи SERPA
мишеней N&IgG&aAb с умеренными и высокими
частотами реактивности (Li et al. [77], Белоу&
сов с соавт., неопубликованные данные; cум&
марно 13 антигенов, см. выше). Доля таких ми&
шеней N&IgG&aAb в группах кандидатных ОАА,
реагирующих в одной (только у пациентов с
карциномами), двух и трех проанализирован&
ных когортах, составляет 1/11 (9%), 1/9 (11%) и
3/8 (38%) соответственно. Следует отметить,
что, поскольку вышеописанный референсный
список из 13 антигенов составляет крайне не&
большую часть от тотального репертуара N&IgG&
aAb, приведённые доли мишеней N&IgG&aAb

должны рассматриваться исключительно как
нижняя граница оценки данного параметра; ре&
альные значения этих долей, разумеется, значи&
тельно больше. Таким образом, значительная
часть антигенов, демонстрирующих «добавлен&
ную» реактивность в группах пациентов с хро&
ническим гепатитом и циррозом печени, оче&
видно, представляет собой déjà&vu&АА/мишени
N&IgG&aAb. «Индекс подозрительности» в отно&
шении таких антигенов должен быть в особен&
ности высоким, и без каких&либо мощных пред&
посылок к их более глубокому изучению они
должны исключаться из дальнейшего анализа.
Заметим, что даже вне контекста концепции
déjà&vu&АА/мишенях N&IgG&aAb диагностичес&
кая ценность соответствующих аутоантител бу&
дет по очевидным причинам минимальной.

Интересно, что в обсуждаемой работе оче&
видный прирост обогащения кандидатных ОАА
мишенями N&IgG&aAb с умеренными и высоки&
ми частотами реактивности происходит лишь в
группе кандидатных ОАА, выявляемых цирку&
лирующими аутоантителами во всех трех когор&
тах (гепатоцеллюлярный рак, цирроз печени,
хронический гепатит). При этом в группе анти&
генов, выявляемых в двух когортах (гепатоцел&
люлярный рак + хронический гепатит или цир&
роз печени), доля подобных N&IgG&aAb факти&
чески не отличается от таковой в группе наибо&
лее опухолеспецифичных аутоантигенов. Наи&
более вероятно, в данном исследовании это свя&
зано с тем, что среди антигенов, выявляемых в
двух когортах, для 8/9 (89%) антигенов речь идет
о «добавленной» реактивности в когорте паци&
ентов с циррозом печени, который является од&
ним из главных факторов риска развития гепа&
тоцеллюлярного рака; поэтому в данном случае
речь может идти об аутоантителах, являющихся
биомаркёрами наиболее ранних стадий злокаче&
ственной трансформации. Данную возможность
следует иметь в виду при включении в дополни&
тельные группы контроля пациентов с предра&
ковыми заболеваниями и пограничными опухо&
лями, и «индекс подозрительности» в плане от&
несения антигенов, демонстрирующих иммуно&
реактивность в таких группах, к потенциальным
déjà&vu&АА/мишеням N&IgG&aAb должен быть
закономерно ниже, нежели в ситуации, описан&
ной абзацем выше.

ЭФФЕКТ DÉJÀ6VU И ПРОБЛЕМЫ
ОНКО6 И ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКОГО

КОНТЕКСТА

Отдельной, однако же тесно связанной с вы&
шеописанным эффектом déjà&vu, проблемой яв&

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021 6*

699



БЕЛОУСОВ

ляется выраженная феноменологичность и
чрезмерная клинико&диагностическая ориенти&
рованность подавляющего большинства иссле&
дований репертуаров распознаваемых циркули&
рующими аутоантителами ОАА. Действительно,
в большинстве случаев речь идёт о простом
сравнительном анализе репертуаров антигенов,
распознаваемых циркулирующими аутоантите&
лами в группе морфологически и молекулярно
гетерогенных опухолей того или иного органа и
группе контрольных индивидов.

Причины преимущественного выбора имен&
но такого дизайна лежат на поверхности: во&
первых, узкая функционально&биологическая
«контекстуализация» исследования (см. ниже)
значительно усложняет либо эксперименталь&
ную систему, либо процесс набора выборки для
исследования, либо и то и другое. Во&вторых,
морфологическая, молекулярная и иммунобио&
логическая гетерогенность опухолей в группе
изучаемого заболевания создает теоретические
предпосылки для выявления «универсального»
биомаркёра той или иной нозологии без «при&
вязки» к конкретному гистологическому вари&
анту, онкогенному событию или молекулярной
сигнатуре, что для подавляющего большинства
клинико&диагностических целей является од&
нозначным преимуществом. Однако же обрат&
ной стороной медали такой универсальности за&
кономерным образом является опять&таки пер&
воочередное выявление «максимально универ&
сальных» déjà&vu&АА.

В связи с этим ещё одним подходом к сниже&
нию частоты выявления déjà&vu&АА/мишеней
N&IgG&aAb является онко& и/или иммунобиоло&
гическая «контекстуализация» исследования,
при которой отдельные компоненты экспери&
ментальной системы, дизайна исследования,
критериев отбора пациентов и т.д. будут оказы&
вать значительное селекционное давление в сто&
рону отбора bona fide ОАА, иммуногенность ко&
торых максимально тесно связана с процессами
злокачественной трансформации, прогрессии
и/или заведомо высокоэффективного противо&
опухолевого иммунного ответа.

ВОССОЗДАНИЕ МОЛЕКУЛЯРНОГО
КОНТЕКСТА ИЗУЧАЕМОГО ЗАБОЛЕВАНИЯ

В КЛЕТОЧНОЙ СИСТЕМЕ,
ИСПОЛЬЗУЕМОЙ В КАЧЕСТВЕ

ИЗНАЧАЛЬНОГО ПУЛА АУТОАНТИГЕНОВ

Наиболее очевидным способом контекстуа&
лизации исследований по изучению репертуа&
ров аутоантительных специфичностей в онко&
логических заболеваниях человека является

воссоздание патогенетически релевантного
контекста на уровне клеточной системы, ис&
пользуемой для получения пула антигенов для
скрининга. При этом сравнение двух сингенных
систем, единственным отличием которых друг
от друга является «включение» той или иной
транскрипционной программы, может пред&
ставлять собой мощный аналитический фильтр
для фокусирования анализа на аутоантигенах,
экспрессия которых непосредственно связана с
воссоздаваемым in vitro аспектом патогенеза
изучаемого заболевания.

По&видимому, прототипным методом в рам&
ках данной стратегии следует считать «метод
триангуляции», разработанный Cottrell et al. [93]
для идентификации патогенетически значимых
аутоантигенов, распознаваемых циркулирую&
щими антителами у пациентов с миозитом.
В данном методе иммунопатологическая контек&
стуализация достигалась путем in vitro воссозда&
ния в клеточной системе, используемой как ис&
точник аутоантигенного пула, одного из двух со&
бытий, тесно связанных с патогенезом изучае&
мого заболевания, а именно гиперстимуляции
клеток IFN&α [94] либо дифференцировки мио&
цитов из миобластов как компонента регенера&
ции скелетных мышц [95]. Авторы использова&
ли пре&скрининг сывороток крови пациентов с
миозитом при помощи стандартного одномер&
ного вестерн&блот&анализа на способность спе&
цифично распознавать аутоантигены, экспрес&
сия которых индуцировалась в клетках в резуль&
тате обработки IFN&α либо in vitro дифференци&
ровки миобластов. Дальнейший классический
SERPA&анализ использовали для целенаправ&
ленной идентификации «новых» антигенных
специфичностей аутоантител в отобранных по
результатам пре&скрининга сыворотках. В ре&
зультате проведенного анализа были идентифи&
цированы антигены IFIT3 и MYL4, распознава&
емые сывороточными аутоантителами пациен&
тов с миозитом, экспрессия которых специфи&
чески индуцировалась в ходе стимуляции IFN&α
и регенеративного процесса в мышцах соответ&
ственно.

Концептуально схожий подход, однако уже в
контексте онкологического заболевания, был
несколько позже использован Grandjean et al.
[96]. В данном исследовании авторы сфокусиро&
вали свое внимание на возможном влиянии на
аутоантигенный репертуар условий гипоксии,
одного из ключевых параметров микроокруже&
ния опухоли, определяющих ее транскрипцион&
ную программу, фенотипические особенности,
агрессивность и устойчивость к терапии [97].
Авторы культивировали клеточные линии коло&
ректального рака HCT116 и HT29 в условиях
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нормоксии либо 48&часовой гипоксии. Тоталь&
ные белковые фракции полученных клеток ис&
пользовали как источники антигенов в SERPA&
анализе для гибридизации с пулированными
сыворотками крови бестимусных мышей
(NMRI&Foxn1nu/nu), несущих подкожные ксено&
графты HCT116 или HT29, либо сингенных
контрольных мышей без опухоли. В этом комп&
лексном сравнительном анализе авторов специ&
фически интересовали белки, выявляемые толь&
ко сыворотками мышей с опухолями (исключе&
ние мишеней N&IgG&aAb с высокими частотами
реактивности) и только в клетках, культивируе&
мых в условиях гипоксии («фокусировка» иссле&
дования на аутоантигенах, экспрессия которых
непосредственно индуцируется гипоксией). Та&
кой аутоантиген был идентифицирован как
фосфорилированная (Thr56) форма фактора
элонгации eEF2, при этом распознавания не&
фосфорилированной формы eEF2 не наблюда&
лось. Опосредованное eEF2K&зависимым фос&
форилированием eEF2 ингибирование элонга&
ции полипептидной цепи является важным
компонентом клеточного ответа на гипоксичес&
кий стресс [98–101]. Таким образом, аутоанти&
тельный ответ против p&eEF2 является феноме&
ном, непосредственно связанным с внутриопу&
холевой гипоксией на молекулярно&патогенети&
ческом уровне. Титр аутоантител против p&eEF2
нарастал по мере прогрессии опухоли в мышах,
причём детектируемый их уровень определялся
уже на седьмой день после введения опухолевых
клеток, когда пальпируемая опухоль ещё не оп&
ределялась; таким образом, аутоантитела против
p&eEF2 потенциально могут быть использованы
для ранней диагностики. Это соотносилось с
данными, полученными на панели сывороток
пациентов с аденомами толстой кишки, коло&
ректальным раком, а также здоровых доноров, у
которых аутоантитела против p&eEF2 выявля&
лись исключительно в группах пациентов с опу&
холями толстой кишки. Однако следует отме&
тить, что практически идентичные частоты вы&
явления и распределения концентрации таких
аутоантител в группах пациентов с аденомами и
карциномами несколько компрометируют их
клинико&диагностический потенциал. Также
авторы справедливо отмечают, что не вполне яс&
но, является ли обнаруженный ими феномен ау&
тоантительной реактивности против p&eEF2
специфичным к опухолевым заболеваниям либо
же универсальным сенсором любого состояния
выраженной тканевой гипоксии. Так или иначе,
данное исследование ярко демонстрирует по&
тенциал такого многомерного сравнительного
подхода для идентификации bona fide аутоанти&
генов, неспосредственно ассоциированных с

индукцией той или иной транскрипционной (в
т.ч. онкогенной) программы.

Наконец, для фокусирования иммунопроте&
омного анализа на патогенетически значимых
аутоантигенах наша группа разработала метод
DISER (2D&DIGE+SERPA) [102]. В данном
подходе конкретная онкогенная транскрипци&
онная программа воссоздается in vitro в клеточ&
ной системе при помощи трансдукции иммор&
тализованной линии нормального эпителия
лентивирусным конструктом, кодирующим му&
тантный онкоген, специфичный для определен&
ного морфомолекулярного класса опухолей.
Ключевым отличием DISER от SERPA при этом
является замена классического 2D&ЭФ на раз&
ностный электрофорез (2D&DIGE) c двумя диф&
ференциально мечеными белковыми фракция&
ми, одна из которых соответствует клеткам,
трансдуцированным контрольным вектором, а
другая – клеткам, трансдуцированным онкоге&
ном. Таким образом, в каждом из эксперимен&
тов появляется опция фокусирования анализа
на тех белках, экспрессия которых специфичес&
ки индуцируется конкретным онкогенным со&
бытием. С использованием данного метода мы
идентифицировали гликолитический фермент
фосфоглицераткиназу 1 (PGK1) как bona fide
ОАА, специфически индуцируемый мутантным
онкогеном NRASQ61R, аутоантитела к которому
селективно маркируют группу неинвазивных
опухолей щитовидной железы RAS&подобного
фенотипа.

ОПУХОЛЕАССОЦИИРОВАННЫЙ
АУТОИММУНИТЕТ КАК КЛИНИКО6
ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТЕКСТ

ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ bona fide ОАА

Другим эффективным способом имму&
но/онкобиологической контекстуализации ис&
следований по изучению репертуаров распозна&
ваемых циркулирующими аутоантителами ОАА
является отбор для скрининговой части иссле&
дования пациентов с клиническими или морфо&
логическими (по данным гистологического/им&
муногистохимического анализа биопсий) приз&
наками аномально сильного противоопухолево&
го иммунного ответа либо, в экстремальном ва&
рианте последнего, – паранеопластического ау&
тоиммунного синдрома. Следует отметить, что
именно аутоантигены, ассоциированные с
ПНС, фактически являются единственным
классом ОАА, находящим рутинное примене&
ние в клинической онкологии [4–6].

В исследовании Nagele et al. [81] абсолютная
численность индивидуальных специфичностей



N&IgG&aAb значительно снижалась в группах
пациентов с нейродегенеративными заболева&
ниями аутоиммунной/воспалительной приро&
ды (болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона
и рассеянный склероз) по сравнению с группа&
ми контроля с аналогичными показателями
распределения возраста и соотношения полов.
В наиболее простой интерпретации этого на
первый взгляд отчасти парадоксального фено&
мена антиген&специфичная пролиферация им&
мунных клеток (в т.ч. антителопродуцирующих
плазмабластов) неизбежно приводит к конку&
ренции за анатомические и функциональные
ниши, «победу» в которой имеет тенденцию
одерживать потомство клеток, подвергшихся
антигенной стимуляции сравнительно недав&
но [103]. Таким образом, мощная антигенная
стимуляция при острой инфекции, вакцинации
или аутоиммунном процессе будет закономер&
ным образом приводить к гомеостатическому
сужению репертуара выявляемых антигенных
специфичностей N&IgG&aAb; при этом обога&
щаемыми специфичностями окажутся bona fide
мишени активного иммунного ответа (в кон&
тексте паранеопластического аутоиммуните&
та – bona fide ОАА). Интересно, что в неселек&
тированных выборках онкологических пациен&
тов (по крайней мере, в отдельных нозологиях в
работе Nagele et al. [81] – рак молочной железы)
феномена сужения репертуара специфичностей
N&IgG&aAb не наблюдается, что может объяс&
няться сравнительно низкой иммуногенностью
таких опухолей [104]. Крайне важно отметить,
что данный факт отнюдь не говорит о том, что
аутоантительный репертуар таких пациентов не
содержит антител против bona fide ОАА, речь
идёт лишь о том, что мощность соответствую&
щих антигенспецифичных ответов недостаточ&
на для значимого гомеостатического сужения
репертуара N&IgG&aAb.

Наиболее ярко данный эффект (следует
признать, отчасти гипотетический) прослежи&
вается в визуализационных методах анализа (та&
ких как SERPA). Так, при использовании в каче&
стве гибридизационных проб сывороток паци&
ентов с ПНС сигнал, соответствующий распоз&
наваемому онконевральному антигену, часто
оказывается наиболее интенсивным (и иногда
единственным) во всей 2D&гибридизационной
реплике [105, 106], несмотря на сравнительно
низкую представленность соответствующих ауто&
антигенов даже при использовании в качестве
исходного аутоантигенного пула лизатов мозга
или его отделов (по данным базы PaxDb [107],
https://pax&db.org/). Получаемые в таких экспе&
риментах низкокомплексные гибридизацион&
ные паттерны резко контрастируют с высококом&

плексными паттернами (от 10 до >100 индиви&
дуальных точек на блот), получаемыми в
SERPA&анализе сывороток крови индивидов без
активного иммунного процесса, в т.ч. условно&
здоровых индивидов и неселектированных па&
циентов со злокачественными заболеваниями.

Хотя в основном такой подход используется
в узком контексте выявления аутоантигенных
мишеней различных ПНС, его реальный потен&
циал значительно шире. Так, большинство де&
тально изученных к настоящему моменту онко&
невральных аутоантигенов являются полноцен&
ными bona fide ОАА, иммунный ответ на кото&
рые в первую очередь ассоциирован с наличием
онкологического заболевания, а не ПНС
per se [108]. К примеру, анти&Hu (ANNA1) – ау&
тоантитела, антигенными мишенями которых
являются онконевральные антигены HuB/
ELAVL2, HuC/ELAVL3 и HuD/ELAVL4, выяв&
ляются в 10–20% случаев мелкоклеточного рака
легких, не сопровождающихся клинической
картиной анти&Hu/ANNA1 – ассоциированно&
го энцефалита [109–112]. Аналогично, антитела
к раково&сетчаточному аутоантигену рековери&
ну выявляются в 15 и 20% случаев мелкоклеточ&
ного и немелкоклеточного рака легких соответ&
ственно, не сопровождающихся клиническими
признаками раково&ассоциированной ретино&
патии [113].

Важно отметить, что лишь у крайне неболь&
шой доли онкологических пациентов без приз&
наков ПНС титры аутоантител к онконевраль&
ным антигенам сопоставимы с таковыми у па&
циентов с ПНС [110]. Данный факт никак не
интерферирует с рутинным определением таких
антител при их известной антигенной специ&
фичности, однако, в сочетании с широким ре&
пертуаром N&IgG&aAb у таких пациентов, дра&
матически снижает выявляемость соответству&
ющих мишеней в скрининговом сеттинге, осо&
бенно с использованием методов гелевой протео&
мики, таких как SERPA. Таким образом, опухо&
леассоциированный аутоиммунитет может слу&
жить своего рода «линзой», фокусирующей ана&
литические мощности используемого метода на
выявлении аберрантно/эктопически экс&прес&
сированных bona fide ОАА за счёт высоких тит&
ров соответствующих аутоантител и выраженно&
го гомеостатического сужения репертуара N&
IgG&aAb.

Наконец, следует отдельно упомянуть, что
потенциал данного подхода отнюдь не ограни&
чивается идентификацией ОАА, профиль
экспрессии которых в нормальных тканях соот&
ветствует органной тропности паранеопласти&
ческого аутоиммунного процесса. Теоретичес&
ки, активный иммунный процесс, запускаемый

БЕЛОУСОВ

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021

702



ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ АУТОАНТИТЕЛА В ОПУХОЛЯХ ЧЕЛОВЕКА

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021

703

непосредственно опухолевыми клетками, зако&
номерным образом должен вовлекать B&лимфо&
цитарные клоны как минимум нескольких ан&
тигенных специфичностей, в т.ч. отличных от
специфичности клонов, ответственных за пос&
ледующее возникновение аутоиммунного пора&
жения отделенных органов. Так, Larman et al.
[30] в своей пионерской статье по разработке
метода PhIP&Seq проанализировали спектр спе&
цифичностей аутоантител в спинномозговой
жидкости трех пациенток с немелкоклеточным
раком легкого и доказанным (n = 1) либо веро&
ятным (n = 2) ПНС и, наряду с известными
(NOVA1) и выявленными впервыe (TRIM67/
TRIM9) онконевральными специфичностями,
идентифицировали новый ОАА – TGIF2LX.
Аутоантитела против TGIF2LX выявлялись в
спинномозговой жидкости двух из трех пациен&
ток, однако данный аутоантиген не экспресси&
руется в центральной нервной системе и, таким
образом, не мог являться bona fide мишенью ау&
тоиммунного ответа, приведшего к развитию
ПНС (т.е. собственно онконевральным антиге&
ном); в настоящее время TGIF2LX относят к
группе раково&семенниковых аутоантиге&
нов [114]. Таким образом, «фокусирующая» спо&
собность опухолеассоциированного аутоимму&
нитета, по&видимому, реализуется в отношении
идентификации bona fide ОАА широкого спект&
ра, не ограничивающегося антигенами, в норме
экспрессирующимися в органах&мишенях пара&
неопластической аутоиммунной атаки.

АНАЛИЗ РЕПЕРТУАРОВ
СПЕЦИФИЧНОСТЕЙ АУТОАНТИТЕЛ,

ПРОДУЦИРУЕМЫХ in situ
В ОПУХОЛЕВОЙ ТКАНИ

Опухолеассоциированные третичные лим&
фоидные структуры (TLS) являются важнейшей
составляющей тканевого окружения опухоли.
Наличие и плотность TLS являются практичес&
ки универсальными и независимыми от клини&
ко&морфологических характеристик маркёрами
относительно благоприятного прогноза во всех
изученных локализациях. Как и дренирующие
опухоль регионарные лимфоузлы, TLS являют&
ся сайтами презентации/кросс&презентации
опухолевых антигенов Т&клеткам, созревания и
дифференцировки Т& и B&клеток, в т.ч. генери&
рования плазматических клеток [115]. Таким об&
разом, крайне интересным способом обогаще&
ния выявляемых мишеней аутоантител
bona fide ОАА является анализ репертуаров анти&
тел, продуцируемых in situ в опухолевой и/или
перитуморальной ткани, в т.ч. с точки зрения

идентификации аутоантигенов, одновременно
являющихся мишенями опухоль&инфильтриру&
ющих CD4+ и CD8+ Т&клеток.

Ряд авторов продемонстрировали в тканях
карцином молочной железы in situ синтез ауто&
антител против продуктов гранзим B&опосредо&
ванного протеолиза β&актина [116], ганглиозида
D3 [117], раково&эмбрионального антигена, му&
цина&1 и фибронектина&1 [118], раково&семен&
никового антигена CTAG1B (NY&ESO&1) и не&
которых других [119]. Однако следует отметить,
что данные исследования ограничены одной ло&
кализацией, и их методология не предусматри&
вала анализа спектра специфичностей на пол&
нопротеомном уровне.

Недостатком данного подхода является то,
что выявляемые с его помощью аутоантитела
могут выходить в кровоток в крайне небольших
количествах, что очевидным образом компро&
метирует их использование в качестве биомар&
кёров. Аналогично за пределами выявляемого в
данном подходе спектра оказываются ОАА, ау&
тоантитела к которым продуцируются плазма&
тическими клетками, дифференцировавшимися
из B&клеток в регионарных лимфоузлах и лока&
лизованными в классических костно&мозговых
нишах. Подтверждением данных тезисов могут
служить результаты вышепроцитированной ра&
боты Garaud et al. [119], продемонстрировавших
значительные отличия в репертуарах ОАА, вы&
являемых продуцируемыми in situ и аутологич&
ными циркулирующими аутоантителами. Таким
образом, для оценки реального потенциала дан&
ного подхода в выявлении диагностически зна&
чимых ОАА необходимы дальнейшие исследо&
вания с использованием обсуждаемых в настоя&
щем обзоре высокопроизводительных методов с
достаточной глубиной анализа в широком
спектре онконозологий.

АНАЛИТИЧЕСКАЯ
И ПОСТ6АНАЛИТИЧЕСКАЯ

ФИЛЬТРАЦИЯ КАК СПОСОБ
СНИЖЕНИЯ ЧАСТОТ ВЫЯВЛЕНИЯ
DÉJÀ6VU6АА/МИШЕНЕЙ N6IgG6aAB

Последней группой подходов, потенциально
способных снизить долю déjà&vu&АА/мишеней
N&IgG&aAb в результатах скрининговых иссле&
дований по идентификации ОАА, является
фильтрация выявляемых кандидатов на финаль&
ных этапах иммуноскрининга.

Интересным наблюдением, сделанным нами
в ходе собственных исследований, является то,
что обилие слабых реакций в ограниченной
контрольной выборке (даже при значительном



их отличии от сильных реакций в группе изуча&
емого заболевания) часто является предиктором
провала кандидатного аутоантигена на этапе
внешней валидации за счёт выявления значимо&
го процента сильных реакций во внешней/рас&
ширенной контрольной выборке (Белоусов с со&
авт., неопубликованные данные). Таким обра&
зом, важным компонентом идентификации
bona fide ОАА, по&видимому, является мини&
мальная толерантность к слабым и относитель&
но низко рекуррентным реакциям в контроль&
ных группах.

Ещё один потенциально крайне интересный
подход, который, однако, до сих пор не исследо&
ван систематически, связан с фундаментальны&
ми аспектами иммунобиологии N&IgG&aAb.
В рамках настоящего обзора мы определяли N&
IgG&aAb в достаточно широком смысле, как лю&
бые аутоантитела, присутствующие в циркуля&
ции условно&здоровых индивидов при отсут&
ствии анамнестических данных об аутоиммун&
ных/воспалительных/онкологических заболева&
ниях. Однако во многих работах под N&IgG&aAb
в узком смысле понимают аутоантитела изоти&
па IgG3, продуцируемые, наряду с естественны&
ми IgM, популяцией B&1&клеток [83]. Подобно
последним, такие bona fide N&IgG&aAb полиреак&
тивны, продуцируются в отсутствие антигенной
стимуляции и Т&клеточной помощи и, с функ&
циональной точки зрения, более близки к систе&
ме врожденного иммунитета. Ключевым их
свойством в контексте проблематики настояще&
го обзора является их полиреактивность. Разум&
но предположить, что значительная часть выяв&
ляемого высококомплексного репертуара спе&
цифичностей N&IgG&aAb [77–82] в реальности
обусловлена полиреактивными bona fide N&IgG&
aAb изотипа IgG3. В этом случае дискриминация
реактивности таких антител от реактивности ау&
тоантител, продуцируемых потомством B&2&кле&
ток в результате Т&зависимого иммунного ответа
на bona fide ОАА, – это вопрос дифференциаль&
ного выявления IgG3 и всех остальных подклас&
сов IgG. В настоящее время это не представляет
ни малейшей проблемы и легко выполняется
при использовании в качестве реагента для вы&
явления или захвата иммунного комплекса бел&
ка А (вместо наиболее часто используемых в
настоящее время белка G или смесей A/G), не
связывающего подавляющее большинство IgG3,
либо множества коммерчески доступных вто&
ричных подкласс&специфичных антител. Удиви&
тельно, но ни в одной работе по системному изу&
чению репертуаров N&IgG&aAb [77–82] распре&
деление подклассов IgG не изучалось. Это явля&
ется крайне интересным вопросом для дальней&
шего изучения и, возможно, способно привести

к разработке нового способа высокоэффектив&
ного дифференцирования мишеней N&IgG&aAb
и bona fide ОАА, адаптируемого к широкому
спектру аналитических платформ.

После достоверной идентификации мише&
ней аутоантительного ответа (к примеру, при по&
мощи тандемной хромато&масс&спектрометрии)
наиболее очевидным фактором, который дол&
жен порождать высокий «индекс подозритель&
ности» в отношении того, что идентифициро&
ванный аутоантиген может принадлежать к од&
ной или обеим группам déjà&vu&АА/мишеней N&
IgG, является собственно факт его повторной
идентификации во множестве исследований в
совершенно различных клинических контекс&
тах. Сравнительно недавно созданная база дан&
ных AAgAtlas [120] (http://biokb.ncpsb.org/
aagatlas_portal/) предоставляет удобный интер&
фейс для глубокого поиска текстовых упомина&
ний индивидуальных белков в контексте аутоан&
тительной реактивности в широком спектре за&
болеваний человека. Эта база данных не являет&
ся исчерпывающей, однако в контексте выявле&
ния déjà&vu&АА данный инструмент является
практически идеальным.

Не последнюю роль в персистирующем вы&
явлении мишеней N&IgG&aAb в качестве антиге&
нов, ассоциированных с тем или иным заболе&
ванием, играет отсутствие каталогизированных
данных по идентифицированным в вышепро&
цитированных исследованиях мишеням N&IgG&
aAb в удобном для быстрого и исчерпывающего
поиска интерфейсе. Определенным важным
шагом к такому «каталогу» является вышеупо&
мянутая база данных AAgAtlas, в которой о веро&
ятной принадлежности интересующего белка к
этой группе аутоантигенов можно судить по
аномально широкому спектру заболеваний и
патологических состояний, в которых он был
идентифицирован (déjà&vu&АА). Однако такой
суррогатный подход очевидным образом не яв&
ляется исчерпывающим решением данной
проблемы, и крайне актуальной задачей являет&
ся подробная и аннотированная каталогизация
уже полученных данных о мишенях N&IgG&aAb,
равно как и получение новых первичных дан&
ных в различных популяциях и кроссплатфор&
менных аналитических сеттингах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В области идентификации распознаваемых
циркулирующими аутоантителами ОАА и их
применения в диагностических целях проблем&
ные моменты и ограничения, разумеется, не ис&
черпываются факторами, рассмотренными в
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настоящем обзоре. Однако именно концепту&
альные проблемы экспрессионного смещения,
эффекта déjà&vu/вырожденности репертуаров
ОАА, преимущественной идентификации ми&
шеней N&IgG&aAb и отсутствия корректного био&
логического контекста являются, по мнению ав&
тора, теми факторами, которые принципиально
ограничивают как клиническую валидность, так
и биологическую значимость идентифицируе&
мых ОАА и аутоантигенных/аутоантительных
сигнатур. Как продемонстрировано в настоя&
щем обзоре, влияние всех этих факторов может
быть в той или иной степени снижено с исполь&
зованием широкого спектра подходов на всех
основных этапах исследования, начиная от ди&
зайна, выбора методологии и формирования
опытных и контрольных групп и заканчивая
пост&аналитической фильтрацией списка выяв&
ленных кандидатных ОАА. Важно отметить, что
все описанные подходы не являются взаимо&
исключающими, и их комбинированное ис&
пользование вполне может демонстрировать ад&
дитивный характер в плане повышения вероят&
ности идентификации bona fide ОАА либо доли
таких аутоантигенов среди идентифицируемых
кандидатных ОАА.

Разумеется, далеко не каждый из вышеопи&
санных подходов может быть применен в рам&
ках конкретного исследования. Очевидно, что
использование несмещённых методов плохо
подходит для небольших пилотных исследова&
ний, компонент популяционно&генетической
диверсификации контрольной группы будет
крайне сложно реализовать в этнически гомо&

генных популяциях, а использование опухоле&
ассоциированного аутоиммунитета в качестве
«функционально&фокусировочного» фактора
возможно только при анализе нозологий, в ко&
торых паранеопластический аутоиммунитет
встречается сравнительно часто. Однако среди
всего многообразия описанных подходов прак&
тически для любого исследования в этой облас&
ти возможно найти по крайней мере несколько
подходящих пунктов. Использование таких
подходов в различных сочетаниях и экспери&
ментальных контекстах, а также исследование
ряда плохо изученных вопросов в этой области
могут как значительно повысить клиническую
применимость выявляемых аутоантительных
биомаркёров, так и радикально улучшить интег&
рацию получаемых данных в современную кар&
тину иммунологического и молекулярного
«ландшафтов» опухолей человека.
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Circulating autoantibodies against tumor&associated autoantigens (TAA) may serve as valuable biomarkers for a wide
range of diagnostic purposes. Modern immunology offers a large variety of methods for in&depth comparative analy&
sis of the repertoires of circulating antibodies’ antigenic specificities in health and disease. Nevertheless, this research
field meets somewhat limited clinical success, while numerous data on the repertoires of the circulating autoanti&
bodies’ specificities in cancer patients are poorly integrated into the contemporary picture of the immunological and
molecular “landscapes” of human tumors. This review is an attempt to identify and systematize the key and essen&
tially universal conceptual and methodological limitations in the field of the analysis of the repertoires of circulating
antibodies’ antigenic specificities in cancer (expression bias, TAA repertoires’ redundancy, identification of natural
IgG, the absence of pathogenetically relevant context in experimental systems used to detect TAA), as well as to dis&
cuss potential and already known methodological improvements that may significantly increase the detectability of
pathogenetically relevant and diagnostically significant bona fide TAA.
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Ишемия/реперфузия (И/Р) является одной из наиболее частых неврологических проблем, и раннее вмеша!
тельство имеет решающее значение для снижения повреждений, уменьшения уровня смертности и заболе!
ваемости. Основываясь на сообщениях о благотворном влиянии мелатонина, мы исследовали его влияние
на активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы и Ca2+/Mg2+!АТФазы, а также на ультраструктуру серого и белого ве!
щества переднего мозга крыс в И/Р!модели. Взрослые крысы!альбиносы линии Wistar (n = 78) были случай!
ным образом разделены на группы: контрольная, ишемия (И), ишемия/реперфузия (И/Р), группы с низкой
(И/Р + мелатонин 400 мкг/кг), умеренной (И/Р + мелатонин 1200 мкг/кг) и высокой (И/Р + мелато!
нин 2400 мкг/кг) дозой мелатонина. Были проведены двухсосудистая окклюзия в сочетании с гипотони!
ей (15 мин), индуцированной ишемией, и реперфузия (75 мин), достигнутая реинфузией крови. Была ис!
следована активность мембраносвязанных ферментов, уровень малонового диальдегида в мозге и ультра!
структура мозгового вещества в лобно!теменной коре. Мелатонин дозозависимо снижает выработку мало!
нового диальдегида. Активность ферментов, ослабленная при И и И/Р, повышалась при введении мелато!
нина. И и И/Р серьёзно нарушали морфологию серого и белого мозгового вещества. Мелатонин во всех
применяемых дозах уменьшал повреждения ультраструктуры как в сером, так и в белом веществе. Благоп!
риятное действие мелатонина можно объяснить его антиоксидантными свойствами, предполагающими,
что он может быть перспективным нейропротекторным агентом против повреждений, вызванных И/Р, эф!
фективным как для серого, так и для белого вещества благодаря благоприятным биологическим свойствам.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: малоновый диальдегид, мелатонин, Na+!K+/Mg2+!АТФаза, Ca2+/Mg2+!АТФаза, ре!
перфузионное повреждение.

DOI: 10.31857/S0320972521050079

МЕЛАТОНИН УЛУЧШАЕТ СНИЖЕННУЮ АКТИВНОСТЬ
МЕМБРАННЫХ АТФаз И СОХРАНЯЕТ УЛЬТРАСТРУКТУРУ

СЕРОГО И БЕЛОГО ВЕЩЕСТВА В МОДЕЛИ
ИШЕМИИ/РЕПЕРФУЗИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫС
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ВВЕДЕНИЕ

Ишемия/реперфузия (И/Р) головного мозга,
широко известная как инсульт, имеет разруши!
тельные патологические, физиологические и
поведенческие последствия и занимает лидиру!
ющее место по уровню заболеваемости и смерт!
ности во всем мире [1]. В повреждении мозга,
вызванном И/Р, участвует ряд взаимосвязанных
биохимических событий [2, 3]. В основном дли!
тельная ишемия мозга снижает уровень адено!
зинтрифосфата (АТФ) и понижает внутрикле!

точный рН из!за окислительного стресса и ис!
тощения субстрата и энергии. Эти ожидаемые
условия нарушают активность мембраносвязан!
ных АТФаз и зависимых от АТФаз механизмов
транспорта ионов, что приводит к повышению
внутриклеточного и митохондриального уровня
кальция и, как следствие, гибели клеток по раз!
личным механизмам [4]. При реперфузии ак!
тивные формы кислорода и провоспалительные
нейтрофилы проникают в ишемизированные
ткани с последующим высвобождением различ!
ных цитокинов и активацией микроглии и аст!
роцитов, инициируя раннюю воспалительную
реакцию и усугубляя ишемическое поврежде!
ние [4–8]. Хотя используются различные тера!
певтические агенты, действующие на различные
мишени, показатели смертности и неврологи!
ческих дисфункций после И/Р!повреждений

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : И/Р – ишемия/реперфу!
зия; МДА – малоновый диальдегид; САД – среднее арте!
риальное давление; ЭЭГ – электроэнцефалография; Pi –
неорганический фосфат.

* Адресат для корреспонденции.



ТУНСЕР и др.

всё ещё высоки, что указывает на постоянную
потребность в разработке новых методов лече!
ния.

Мелатонин (N!ацил!5!метокситриптамин),
эндогенный гормон пинеальной железы, синте!
зируемый N!ацетилированием из серотонина,
обладает мощным антиоксидантным, антиапоп!
тотическим и противовоспалительным действи!
ем в головном мозге через рецепторы, сопря!
жённые с G!белком, и ядерные мембранные ре!
цепторы [9]. Недавние исследования показыва!
ют, что мелатонин проявляет защитное действие
против И/Р!повреждений в различных тканях,
включая мозг, с помощью нескольких механиз!
мов, таких как снижение стресса эндоплазмати!
ческого ретикулума, стимуляция выработки
АТФ в митохондриях и модуляция внутрикле!
точного гомеостаза кальция [9–12]. На живот!
ных моделях было также показано, что мелато!
нин уменьшает повреждения серого и белого ве!
щества, вызванные церебральной ишемией [13].
Известно, что экзогенный мелатонин модули!
рует активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы в эрит!
роцитах человека и предотвращает острое эта!
нол!индуцированное ингибирование Na+!
K+/Mg2+!АТФазы и Ca2+/Mg2+!АТФазы в синап!
тосомах крыс [14], а также обращает вспять вли!
яние И/Р на активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы
при интрацеребровентрикулярном применении
в 24!часовой реперфузии [15]. Однако о его ост!
ром влиянии на активность АТФазы мозга во
время И/Р!повреждений не сообщалось. Необ!
ходимо выявить все возможные действия мела!
тонина при И/Р!повреждениях головного мозга
для повышения его потенциала в качестве за!
щитного и терапевтического средства при ише!
мическом инсульте.

Исходя из этого, мы предположили, что ме!
латонин защищает как серое, так и белое веще!
ство мозга от И/Р!повреждений путём улучше!
ния окислительного статуса и активности мемб!
ранных АТФаз. Поэтому мы поставили перед
собой цель оценить потенциальное влияние ме!
латонина на активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы
и Ca2+/Mg2+!АТФазы, а также на ультраструкту!
ру серого и белого вещества в И/Р!модели мозга
крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и экспериментальный план. В это
исследование были включены 78 самцов крыс!
альбиносов линии Wistar (1–16 недель,
200–250 г). Протокол эксперимента был одоб!
рен Этическим комитетом по исследованиям на
животных Университета Хаджеттепе (Hacettepe

University; Разрешение № 2018/68!07). Все экс!
перименты на животных проводили в соответ!
ствии с Руководством Национального институ!
та здравоохранения по уходу и использованию
лабораторных животных (National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals). Крыс содержали в индивидуальных
плексигласовых клетках при 12/12!часовом
цикле свет/темнота и постоянной температу!
ре (23 ± 2 °С) и влажности (55 ± 10%). Животные
имели свободный доступ к стандартной лабора!
торной пище и воде.

Животные были случайным образом разде!
лены на шесть экспериментальных групп в со!
ответствии с числами, сгенерированными
компьютером: контроль (фиктивная операция,
n = 15), ишемия (И, n = 13), ишемия/реперфу!
зия (И/Р, n = 13), низкая доза мелатони!
на (И/Р + мелатонин 400 мкг/кг массы тела,
n = 12), умеренная доза мелатонина (И/Р + ме!
латонин 1200 мкг/кг, n = 13) и высокая доза ме!
латонина (И/Р + мелатонин 2400 мкг/кг, n = 12).
Для морфологического исследования было
отобрано по пять животных из каждой группы.
Животным давали возможность адаптироваться
к лабораторным условиям (обращение, содер!
жание и т.д.) в течение недели, а затем использо!
вали в порядке прибытия в лабораторию, кото!
рый описан ниже в протоколе эксперимента.
Ни одно из животных не было исключено из ис!
следования. Эксперименты начинали всегда в
9:00 и заканчивали в 12:00. Исследователи, про!
водившие структурный, биохимический и ста!
тистический анализ, не знали, с какой из иссле!
дуемых групп они имели дело, за исключением
тех, кто выполнял хирургические операции.

Анестезия и хирургическая операция. Все жи!
вотные были анестезированы 25%!ным урета!
ном («Urethane, BP63 Synthetic», Дания)
(1,2–1,4 г/кг, внутрибрюшинная инъекция).
Этот анестетик предпочтителен из!за его бла!
гоприятного действия в моделях ишемии/ре!
перфузии, он демонстрирует минимальное вме!
шательство в протокол [16]. Платиновые диско!
вые электроды помещали подкожно на темен!
ные области с двух сторон и на носовую кость в
качестве эталона, и все они были подключены к
полиграфу («Grass Model 7 Polygraph», США)
для записи электроэнцефалографии (ЭЭГ). Че!
репную и ректальную температуры измеряли с
помощью термозондов («YSI 409B» и «YSI 401»,
США), подключённых к телетермометру («YSI
Tele!thermometer 41TA», США) в качестве инди!
каторов температуры мозга и тела. Обе темпера!
туры поддерживали стабильными на уровне
37,0 ± 0,5 °C с помощью нагревательной лампы.
Трахею интубировали, и проводили искусствен!
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ное дыхание с помощью респиратора для мел!
ких животных с положительным давлени!
ем («B. Braun Apparatebau, Melsungen», Герма!
ния).

Верхнюю полую вену катетеризировали для
внутривенного введения препарата и манипули!
рования объёмом крови. Правую бедренную ар!
терию отделяли от связанной вены и нерва и ка!
нюлировали предварительно гепаринизирован!
ным катетером для непрерывного контроля ар!
териального давления. Он был прикреплён к
датчику давления («Statham Laboratories»,
«Physical Pressure Transducer P23AA», Пуэрто!
Рико) и подключён к полиграфу. После того, как
все приборы были присоединены, правая и ле!
вая общие сонные артерии были изолированы.
Их подвешивали хирургическими шёлковыми
нитями, пропущенными через крошечные стек!
лянные трубочки, и готовили к облитерации,
как в модели окклюзии с двумя сосудами, опи!
санной Smith et al. [17], за исключением группы
фиктивных операций, где артерии обнажали
только на соответствующее время. По заверше!
нии хирургических процедур животным давали
стабилизироваться в течение 30 мин.

Глубину анестезии контролировали каждые
пять минут в течение всего эксперимента, и при
необходимости вводили дополнительную дозу
анестетика.

Ишемия и реперфузия переднего мозга. Ише!
мия переднего мозга была вызвана окклюзией
двух общих сонных артерий в сочетании с сис!
темной гипотензией [17]. Перед ишемией сред!
нее артериальное давление (САД) снижали до
80 мм рт. ст., чтобы предотвратить ауторегуля!
торное повышение. Кровоток в общих сонных
артериях был прерван, и САД снижалось до
35 мм рт. ст. за счёт забора крови. Снижение ак!
тивности ЭЭГ указывало на начало ишемичес!
кого периода. Отобранную кровь (всего 3–4 мл)
до реинфузии хранили в гепаринизированном
шприце при температуре 37 °С. Во время ише!
мии САД поддерживали постоянным за счёт за!
бора крови и реинфузии, когда это было необхо!
димо. На 14 минуте ишемии САД повысили до
80 мм рт. ст. реинфузией крови. Реперфузию на!
чинали через 15 мин ишемии после визуализа!
ции кровотока, остаток крови вводили в тече!
ние 15–30 сек, и подтверждали изменение ак!
тивности ЭЭГ. Мелатонин («Sigma!Aldrich»,
США), растворенный в абсолютном этаноле,
разводили в физиологическом растворе до ко!
нечной концентрации этанола 1% и вводили
внутривенно в первую минуту реперфузии в до!
зах 400, 1200 или 2400 мкг/кг массы тела или но!
сителя. Объём инъекции составлял 1 мл/кг мас!
сы тела. Гидрокарбонат натрия («Drogsan», Тур!
ция) вводили внутривенно (50 мг/кг) для про!
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Рис. 1. План эксперимента. Временная шкала эксперимента, представляющая модель, использованную в исследовании.
Принятые сокращения: ОВ (olfactory bulb) – обонятельная луковица; FC (frontal cortex) – лобная кора; PFC (parietal!tem!
poral cortex) – теменно!височная кора; OTC (occipital!temporal cortex) – затылочно!височная кора; Cb (cerebellum) – моз!
жечок; EC (entorhinal cortex) – энторинальная кора. (С цветными вариантами рисунков можно ознакомиться в электрон!
ной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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филактики ацидоза, если это было необходимо.
Реперфузию продолжали в течение 75 мин, па!
раллельно вводили 0,9% NaCl для коррек!
ции САД. Протокол эксперимента показан в ви!
де схематической диаграммы на рис. 1.

Вскрытие мозга и завершение экспериментов
по биохимическим измерениям. После реперфу!
зии мозг и мозжечок осторожно извлекали. Для
выделения переднего мозга полушария разреза!
ли коронарно на 1–2 мм позади задней цент!
ральной извилины (рис. 1), а лобно!теменно!
височную кору помещали в жидкий азот и хра!
нили при температуре –80 °С до использования
в биохимических исследованиях. Всю процеду!
ру вскрытия завершали менее чем за 5 мин, экс!
перименты прекращали передозировкой анес!
тезии и обескровливанием.

Измерение перекисного окисления липидов в
головном мозге. Для оценки перекисного окис!
ления липидов мозга использовали уровень ре!
активных соединений тиобарбитуровой кисло!
ты. Малоновый диальдегид (МДА), общий ин!
дикатор степени реакции перекисного окисле!
ния, является продуктом перекисного окисле!
ния липидов, который реагирует с тиобарбиту!
ровой кислотой с образованием красных час!

тиц, поглощающих при длине волны 535 нм. Все
ткани мозга были извлечены при температу!
ре –20 °C за день до анализа, разрезаны на мел!
кие кусочки с помощью ножниц и гомогенизи!
рованы (2 мин при 5000 об./мин) в 10 объё!
мах (1/10, w/v) охлаждённого во льду буфера
Tris!HCl (50 мМ, pH 7,4) с использованием стек!
лянного гомогенизатора с тефлоновым пести!
ком. К образцу мозга (менее 0,2 мл 10%!но!
го (w/v) гомогената ткани) добавляли 0,2 мл
8,1% додецилсульфата натрия и 1/5 (w/v) водно!
го раствора тиобарбитуровой кислоты. Объём
смеси доводили до 4 мл дистиллированной во!
дой и нагревали на масляной бане при 95 °C в те!
чение 60 мин. После охлаждения водопровод!
ной водой к образцу добавляли 1 мл дистилли!
рованной воды вместе с 5 мл смеси N!бута!
нол/пиридин (15/1, v/v), затем энергично встря!
хивали. После центрифугирования при
4000 об./мин в течение 10 мин органический
слой отделяли, и измеряли его поглощение
при 535 нм на спектрофотометре «Gilford 250»
(«Gilford Instrument Laboratories, Inc.», США).
Тетраметоксипропан использовали в качестве
внешнего стандарта, а уровень перекисей липи!
дов выражали в нмоль МДА на г влажной тка!
ни [18].

Активность Na+GK+/Mg2+GАТФазы и Ca2+/
Mg2+GАТФазы. За сутки до биохимического ана!
лиза температуру всех тканей головного мозга
довели до –20 °С. 10%!ный тканевый гомогенат
готовили в 0,3 М сахарозе, содержащей
1 мМ магния, с помощью тефлонового пестика с
зазором 0,25–0,38 мм при 1000 об./мин. АТФаз!
ную активность полученных супернатантов оп!
ределяли путём измерения скорости высвобож!
дения неорганического фосфата (Pi) из
Na2ATФ [19]. Инкубационная среда была при!
готовлена, как описано ранее [20]: для Na+!
K+/Mg2+!АТФазы среда содержала 6 мМ MgCl2,
5 мМ KCl, 100 мМ NaCl, 0,1 мМ ЭДТА и
135 мМ Tris!HCl, pH 7,4; для Ca2+/Mg2+!АТФа!
зы – 6 мМ MgCl2, 0,15 мМ CaCl2, 0,1 мМ ЭДТА
и 135 мМ Tris!HCl, pH 7,4. После 5!минутной
предварительной инкубации при 37 °C в каж!
дую пробирку добавляли Na2ATФ («Boehringer,
Mannheim», Germany) до конечной концентра!
ции 3 мМ. После инкубации при 37 °C в тече!
ние 30 мин реакцию останавливали, помещая
все образцы, включая холостую пробу и стан!
дарт, на лёд, поскольку ранее было показано,
что эта процедура предпочтительнее [21, 22].
Pi определяли в аликвотах объёмом 1 мл от ин!
кубированных смесей с помощью добавления
раствора луброл!молибдата («Sigma!Aldrich»),
приготовленного, как описано ранее [20]. Сме!
си перемешивали на вотрексе и после 10!ми!
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Место!
положение

Внутрицито!
плазматический
отёкa

Ядроa

Митохондрияб

Аксонв

Миелинв

Таблица 1. Система оценки образцов при просвечивающей
электронной микроскопии

Обнаружение

отсутствие
лёгкий
средний
тяжёлый

норма
комковатость
разрыхлённый хроматин
дефект ядерной мембраны

норма
лёгкий отёк
средний отёк
тяжёлый отёк

норма
лёгкий отёк
средний отёк
тяжёлый отёк

норма
трещина между слоями
соты и экструдированные
везикулы
сильное растрескивание
миелина

Оценочные
баллы

0
1
2
3

0
1
2
3

0
1
2
3

0
1
2
3

0
1
2

3

Примечание. а) 20 нейронов/образец, б) 100 митохондрий/
образец, в) 100 аксонов/образец.
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нутной инкубации при комнатной температуре
измеряли поглощение при 240 нм на спектро!
фотометре «Gilford 250» («Gilford Instrument
Laboratories, Inc.»). Все анализы (вместе с фер!
ментом и холостыми реакциями) были выпол!
нены в трех повторах. Содержание фосфатов в
образцах сравнивали со стандартами KH2PO4.
Удельную активность рассчитывали как
нмоль Pi/ч/мг белка [20, 23]. Все реагенты бы!
ли аналитической чистоты, если не указано
иное. Растворы готовили на деионизированной
воде.

Содержание белка определяли по методу,
описанному Лоури, в качестве стандарта ис!
пользовали бычий сывороточный альбу!
мин [24].

Просвечивающая электронная микроскопия.
Все вышеупомянутые процедуры были приме!
нены к животным в группе, предназначенной
для исследования с помощью просвечивающей
электронной микроскопии. В конце протокола
после ишемии или 75!минутного периода ре!
перфузии (n = 5) выполняли транскардиальную
перфузию сосудов, которую начинали с введе!
ния 250 мл физиологического раствора (37 °C) с
последующим введением ~1000 мл раствора, со!
держащего 2% параформальдегида и 2,5% глута!
ральдегида в фосфатном буфере (0,1 М, pH 7,4,
37 °C). Животных умерщвляли с помощью пере!
дозировки анестезии в конце периода реперфу!
зии. Ткань была постфиксирована с по!
мощью OsO3, обезвожена в градиентной серии
спиртовых растворов и залита «Araldite CY212».
Ультратонкие срезы (60–90 нм) окрашивали
уранилацетатом и цитратом свинца. Их иссле!
довали и фотографировали с помощью просве!
чивающего электронного микроскопа «JEOL
JEM 1200 EX» («JEOL Ltd.», Япония). Срезы
тканей получали из коры и белого вещества лоб!
ной и теменной долей раздельно и с обеих сто!
рон. Мы использовали систему оценок
Görgülü et al. [25] и Kaptanoglu et al. [26] для
оценки всех полей в каждой выборке (табл. 1).
Внутрицитоплазматический отёк, морфологи!
ческий вид ядра и митохондрий оценивали в се!
ром веществе, в то время как аксоны и внешний
вид миелиновых оболочек оценивали в белом
веществе. Исследователь, оценивающий срезы,
не знал, какую именно группу он анализирует.

Физиологические параметры. Газовый состав
артериальной крови, т.е. парциальное давление
кислорода и углекислого газа, pH и гематокрит,
определяли с помощью анализатора газов крови
«1640/Blood Gas and Electrolytes» («Beckman
Coulter Inc.», США) в образцах артериальной
крови, взятых до ишемии, и при необходимости
поддерживали в физиологических пределах.

Статистический анализ. Минимальное коли!
чество животных в группах было предваритель!
но определено программой «G!power» со значи!
мостью α = 0,05 и мощностью β = 0,80. Данные
были выражены как среднее значение ± стандарт!
ное отклонение и статистически проанализиро!
ваны с помощью программы «SPSS 17.0»
для Windows. Значение p < 0,05 считалось ста!
тистически значимым. Поскольку при тестиро!
вании с помощью критерия Шафиро–Уилка
данные не распределялись нормально, мы при!
менили дисперсионный анализ Краскела–Уол!
лиса с апостериорным критерием Данна, а затем
U!тест Манна–Уитни для попарных сравнений
с поправкой Бонферрони, примененной к p!
значениям. Электронно!микроскопические
данные оценивали с помощью теста хи!квадрат.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Физиологические измерения. САД (мм рт. ст.),
измеренное ранее, было сопоставимо между
экспериментальными группами во время пери!
одов ишемии и реперфузии (табл. 2). Доишеми!
ческое парциальное давление кислорода и угле!
кислого газа в артериальной крови, pH и гема!
токрит находились в физиологических пределах
во всех группах (табл. 3). Время до снижения ак!
тивности ЭЭГ после начала ишемии было оди!
наковым в И! и И/Р!группах (табл. 3).

Перекисное окисление липидов мозга. Уро!
вень МДА (индикатора перекисного окисления
липидов) в головном мозге был самым низким
(22,0 ± 0,6 нмоль/г влажной ткани) в контроль!
ной группе и самым высоким – в И/Р!груп!
пе (164,0 ± 1,3 нмоль/г влажной ткани). Уров!
ни МДА были значительно выше в И! и И/Р!
группах по сравнению с контролем, причём уро!
вень МДА был значительно выше в И/Р!группе
по сравнению с И!группой (рис. 2). Введение
мелатонина значительно снизило уровни МДА
во всех трех применяемых дозах, хотя значения
всё ещё были выше, чем в контрольной группе.
Мелатонин проявлял дозозависимый эффект
снижения МДА (p < 0,05).

Активность мембраносвязанных Na+GK+/
Mg2+GАТФазы и Ca2+/Mg2+GАТФазы. Значения
активности мембраносвязанных АТФаз приве!
дены на рис. 3. Активность Na+!K+/Mg2+!АТФа!
зы была самой высокой (185,3 ± 3,5 нмоль Pi/
мг белка) в контрольной группе и самой низкой
(82,4 ± 3,7 нмоль Pi/мг белка) – в И/Р!группе.
Разница между контролем и всеми остальными
группами была значительной. Активность фер!
мента была выше в группах, которым вводили
мелатонин, по сравнению с И/Р!группой
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(p < 0,05). Мелатонин проявлял дозозависимый
эффект, повышая активность Na+!K+/Mg2+!
АТФазы (p < 0,05), но группы, получавшие мела!
тонин, всё же имели более низкую активность
Na+!K+/Mg2+!АТФазы, чем контрольная группа.

Активность фермента Ca2+/Mg2+!АТФазы
также была различна в разных группах. Группа
И/Р имела значительно более низкую актив!
ность фермента (568,0 ± 6,2 нмоль Pi/мг белка)
по сравнению со всеми другими группа!
ми (p < 0,05). Введение мелатонина значительно
увеличивало уровень активности фермен!
та (p < 0,05), хотя в отличие от активности Na+!
K+/Mg2+!АТФазы зависимость от дозы не была
значимой.

Просвечивающая электронная микроскопия.
Изображения срезов мозга из каждой группы,
полученные с помощью просвечивающей
электронной микроскопии, представлены
на рис. 4, а оценочные баллы, полученные в хо!
де исследования ультраструктуры мозга, пред!
ставлены в табл. 4. Все параметры на изображе!

ниях просвечивающей электронной микроско!
пии показали значительные различия между
группами. В контрольной группе наблюдалась
нормальная ультраструктура мозга, за исключе!
нием небольшого внутрицитоплазматического
отёка и небольшой комковатости в ядре. Мито!
хондрии имели нормальный вид с хорошо за!
метными кристами. Аксональных изменений не
было, миелиновые слои располагались равно!
мерно (рис. 4). Самые низкие оценки по всем
параметрам подтвердили эти наблюдения
(табл. 4).

Наиболее заметные ультраструктурные из!
менения наблюдались в группах И и И/Р: в обе!
их группах присутствовали тяжёлый отёк, об!
ширная вакуолизация и просветление цитоплаз!
мы нейронов (рис. 4). Практически во всех об!
разцах обнаружены дефекты клеточной мембра!
ны и разрыхление хроматина ядер. Митохонд!
рии демонстрировали отёк от умеренного до
сильного без появления крист. Дегенерация ми!
елина была тяжёлой, трещины между миелино!
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Таблица 2. Среднее артериальное кровяное давление (мм рт. ст.) исследуемых групп в ходе экспериментов

САД (мм рт. ст.)

Базальное

До ишемии

Ишемия

Реперфузия (5!я минута)

Реперфузия (75!я минута)

И (n = 8)

100,0 ± 17,3

74,9 ± 7,6

33,7 ± 6,1

–

–

И/Р (n = 8)

103,4 ± 19,1

74,9 ± 4,5

35,4 ± 3,6

87,4 ± 18,5

91,4 ± 18,4

И/Р + мелатонинб

400 мкг/кг (n = 7)

96,7 ± 14,2

74,7 ± 6,0

36,7 ± 3,9

84,7 ± 13,5

91,3 ± 13,7

И/Р + мелатонинб

2400 мкг/кг (n = 7)

99,3 ± 8,6

74,7 ± 4,1

32,7 ± 3,0

79,3 ± 10,6

91,3 ± 12,2

Контрольа

(n = 10)

103,6 ± 10,5

101,7 ± 8,5

102,8 ± 8,9

105,6 ± 7,7

107,6 ± 6,8

И/Р + мелатонинб

1200 мкг/кг (n = 8)

98,3 ± 14,9

72,0 ± 4,0

36,0 ± 3,3

94,9 ± 14,2

89,1 ± 8,6

Примечание. САД – среднее артериальное давление; И – ишемия; Р – реперфузия.
а) Значение САД у контрольных животных измеряли в моменты времени, соответствующие времени в эксперименталь!
ных группах.
б) Мелатонин применялся на первой минуте реперфузии.
Результаты животных, использованных в группе электронной микроскопии, не включены.

Таблица 3. Уровни газа, рН и гематокрита крови до ишемии и время до снижения активности ЭЭГ после начала ишемии
в экспериментальных группах

Параметры

pO2 (мм рт. ст.)

pCO2 (мм рт. ст.)

pH

Гематокрит (%)

Время до снижения ЭЭГ (с)

И (n = 8)

197,9 ± 27,4

38,3 ± 3,5

7,35 ± 0,06

43,6 ± 1,5

17,4 ± 3,5

И/Р (n = 8)

118,7 ± 42,6

35,4 ± 2,3

7,37 ± 0,05

43,3 ± 1,3

18,8 ± 2,4

И/Р + мелатонин
400 мкг/кг (n = 7)

151,3 ± 36,5

36,3 ± 3,6

7,38 ± 0,04

44,3 ± 1,5

19,0 ± 2,1

И/Р + мелатонин 
2400 мкг/кг (n = 7)

183,5 ± 41,5

39,1 ± 5,2

7,35 ± 0,04

42,5 ± 4,1

18,2 ± 2,6

Контроль
(n = 10)

185,7 ± 25,0

37,4 ± 4,1

7,38 ± 0,05

44,2 ± 1,9

–

И/Р + мелатонин 
1200 мкг/кг (n = 8)

192,4 ± 19,0

37,4 ± 4,5

7,37 ± 0,05

45,1 ± 1,6

17,7 ± 3,2

Примечание. И – ишемия; Р – реперфузия; pO2 – парциальное давление кислорода; pCO2 – парциальное давление угле!
кислого газа; ЭЭГ – электроэнцефалография.
Результаты животных, использованных в группе электронной микроскопии, не включены.
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выми слоями были многочисленными. Везику!
лярная дегенерация, вид сот и экструдирован!
ные везикулы, наряду с обилием растрескавше!
гося миелина, наблюдались с разной интенсив!
ностью почти во всех областях. Хотя степень

интрацитоплазматического отёка и поврежде!
ния ядер были аналогичны вышеупомянутым
изменениям, наблюдаемым в И/Р!груп!
пе (p > 0,05), в И!группе деструкция была мень!
ше по сравнению с И/Р!группой. Повреждения
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Таблица 4. Оценочные баллы при просвечивающей электронной микроскопии

Местоположение

Внутрицитоплазмати!

ческий отёк

Ядро

Митохондрия

Аксон

Миелин

И

2,3 ± 0,13а

1,78 ± 0,14а

1,82 ± 0,09а

1,95 ± 0,14а

2 ± 0,15а

И/Р

2,68 ± 0,11а

2 ± 0,11а

2,35 ± 0,08а,б

2,95 ± 0,05а,б

2,95 ± 0,05а,б

И/Р + мелатонин
400 мкг/кг

0,84 ± 0,14а,в

0,58 ± 0,12в

0,47 ± 0,07а,в

0,42 ± 0,12в

0,47 ± 0,12в

И/Р + мелатонин
2400 мкг/кг

0,21 ± 0,1в,г

0,37 ± 0,11в

0,22 ± 0,06в

0,21 ± 0,1в

0,16 ± 0,09в

Контроль

0,05 ± 0,05

0,2 ± 0,1

0,10 ± 0,04

0,32 ± 0,11

0,11 ± 0,07

И/Р + мелатонин
1200 мкг/кг

0,57 ± 0,12а,в,г

0,53 ± 0,12в

0,41 ± 0,07а,в

0,42 ± 0,12в

0,42 ± 0,12в

Примечание. И – ишемия; Р – реперфузия.
а) p < 0,05 при сравнении с контрольной группой.
б) p < 0,05 при сравнении с И!группой.
в) p < 0,05 при сравнении с И/Р!группой.
г) p < 0,05 при сравнении с И/Р + мелатонин 400!группой.

Рис. 2. Концентрация малонового диальдегида в головном мозге в опытных группах. Принятые сокращения: I – ишемия;
R – реперфузия. * p < 0,05 (при сравнении контрольной группы со всеми другими экспериментальными группами);
** p < 0,05 при сравнении с I/R!группой; *** p < 0,05 при сравнении с другими группами, получавшими мелатонин
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Рис. 3. Активность АТФаз в головном мозге. Активность Na+!K+/Mg2+!АТФазы (a) и Ca2+/Mg2+!АТФазы (b) в экспери!
ментальных группах. Принятые сокращения: I – ишемия; R – реперфузия. * Контрольная группа значительно отлича!
лась (p < 0,05) по сравнению со всеми другими экспериментальными группами; ** p < 0,05 при сравнении с группой I/R;
*** p < 0,05 при сравнении с другими группами, получавшими мелатонин
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митохондрий, дегенерация миелиновой оболоч!
ки и аксонов были менее выражены в И!группе,
чем в И/Р!группе (p < 0,05). Мелатонин во всех
дозах уменьшал ультраструктурные поврежде!
ния, наблюдаемые в И/Р!группе (p < 0,05)
(рис. 4 и табл. 4). Лёгкий внутрицитоплазмати!
ческий отёк был очевиден в некоторых образцах
нейронов, обработанных мелатонином; ядра в
целом были нормальными или имели неболь!
шую комковатость без разрыхления хроматина
и дефектов ядерной мембраны. Митохондрии в
основном хорошо сохранились, кристы были
хорошо видны. Аксоны и миелиновая оболочка
выглядели нормально (с небольшим отёком или
без отёка в аксонах) и без каких!либо трещин
миелина. Не было различий между дозами мела!
тонина (p > 0,05), за исключением значительно!
го различия в степени внутрицитоплазматичес!
кого отёка между группами И/Р + мелато!
нин 400 и И/Р + мелатонин 2400 (p < 0,05). Не!
смотря на относительно нормальный внешний
вид серого и белого вещества образцов, обрабо!
танных мелатонином, количество оценочных
баллов просвечивающей электронной микро!
скопии всё ещё были выше, чем в контрольной
группе.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы исследовали влияние мелатонина на пе!
рекисное окисление липидов, активность
мембранных АТФаз и морфологические изме!
нения в тканях мозга после ишемии и после
И/Р!повреждений у крыс. Наши результаты
продемонстрировали защитную роль мелатони!
на как в сером, так и в белом веществе головно!
го мозга, реализуемую через его антиоксидант!
ный эффект и за счёт повышения активности
мембранных АТФаз.

Нейропатофизиологические последствия
транзиторной ишемии/реперфузии в ЦНС час!
то разрушительны и чрезвычайно трудно подда!
ются коррекции. Поэтому очень важно предот!
вратить возникновение И/Р и, в случае её воз!
никновения, как можно раньше ограничить раз!
мер и/или распространение И/Р!поврежде!
ний [1]. Различные молекулы, включая мелато!
нин, были исследованы на экспериментальных
моделях И/Р!повреждений для изучения воз!
можных защитных эффектов [7, 27, 28]. Преды!
дущие исследования показали, что мелатонин
исполняет защитную роль против И/Р!повреж!
дений в нескольких тканях посредством различ!
ных путей, таких как активация каскада
Raf–MEK–ERK и фосфорилирование его ни!
жележащих мишеней, ослабление стресса эн!

доплазматического ретикулума, высвобождение
цитохрома c из повреждённых митохондрий и
активация каспазы 3, формирование пор, изме!
няющих проницаемость митохондрий, улавли!
вание свободных радикалов [11, 28–31]. В нас!
тоящем исследовании мы впервые оценили вли!
яние мелатонина на активность АТФаз в голов!
ном мозге во время И/Р!повреждений.

В нашем исследовании ишемия привела к
заметному количеству повреждений как в се!
ром, так и в белом веществе по сравнению с
контрольной группой, тогда как самые большие
морфологические нарушения были обнаружены
в И/Р!группе, что согласуется с предыдущими
результатами [32]. Наиболее значительные из!
менения, наблюдаемые с помощью просвечива!
ющей электронной микроскопии в И/Р!группе,
были менее выражены во всех группах, которым
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Рис. 4. Изображения образцов из каждой группы, получен!
ные с помощью просвечивающей электронной микроско!
пии. В контрольной группе (1) нормальная ультраструкту!
ра наблюдалась в белом и сером веществе. Группа ише!
мии (2) показала меньше повреждений по сравнению с
группой ишемии/реперфузии (3) с небольшим количест!
вом интактных миелинизированных аксонов и менее отёч!
ными областями. В группе ишемии/реперфузии (3) наб!
людались тяжёлые повреждения с обширным аксоплазма!
тическим и цитоплазматическим отёком. Большинство
нейрональных элементов демонстрировали везикулярное
разрушение, создавая вид сот. В группах, получавших ме!
латонин (4, 5 и 6 – для доз мелатонина 400, 1200 и
2400 мкг/кг соответственно), наблюдалась защита ультра!
структуры с очень небольшим количеством отёчных участ!
ков и интактными митохондриями. Мелатонин вводили на
первой минуте реперфузии. Принятые сокращения: белые
стрелки – митохондрии; N – ядро, показанное на врезках;
е – отёчные участки; m – миелин (черные стрелки); А –
миелинизированные аксоны; масштабная линей!
ка – 0,5 мкм
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вводили мелатонин; самый высокий защитный
эффект наблюдали в группе, получавшей самую
высокую дозу лекарства. Это согласуется с ре!
зультатами Lee et al. [27], продемонстрировав!
шими защитный эффект мелатонина при очаго!
вой ишемии головного мозга у крыс.

В настоящем исследовании уровень МДА,
индикатора перекисного окисления липидов в
тканях головного мозга, как и ожидалось, был
высоким как в И!группах, так и в И/Р!группах и
снижался в группах, получавших мелатонин да!
же в самой низкой дозе. Этот результат соответ!
ствует литературным данным [33].

АТФ имеет решающее значение для функ!
ции нейронов по поддержанию поляризации
мембраны, гомеостаза Ca2+, внутриклеточной
передаче сигналов, а также аксонального и
дендритного транспорта. Аддитивный эффект
перекисного окисления липидов мембран и
потребление клеточного АТФ в результате И или
И/Р изменяет активность мембраносвязанных
АТФаз и в конечном итоге нормальные функ!
ции клеток [4]. Свободные радикалы ухудшают
проницаемость мембраны и транспортные
функции, разрушая особую структуру мембраны
и устраняя биологическую активность [32]. На!
ши результаты показали, что повышенное пере!
кисное окисление липидов в тканях и наруше!
ние активности АТФаз после И и И/Р были
скорректированы введением мелатонина в раз!
личных дозах в начале реперфузии, что может
быть связано с морфологическими нарушения!
ми в сером и белом веществе переднего мозга.
Этот результат согласуется с хорошо известным
антиоксидантным действием мелатонина как
нейропротектора [34, 35].

Во время ишемического периода АТФ!зави!
симые функции нарушаются из!за истощения
клеточных источников энергии [4]. Мембра!
носвязанные АТФазы выполняют жизненно
важные функции, а как показано в нашем ис!
следовании, активность Ca2+/Mg2+!АТФазы ос!
лабляется ишемией, из!за этого повышается
внутриклеточное содержание Ca2+, что приво!
дит к смерти. С другой стороны, снижение ак!
тивности Na+!K+/Mg2+!АТФазы, как и в нашем
исследовании, приводит к нарушению мемб!
ранного потенциала, объёма клеток и трансмем!
бранных потоков Ca2+, а также к нарушению
работы возбуждающих нейромедиаторов [4, 36].
Снижение активности АТФаз может быть свя!
зано с повышенным перекисным окислением
липидов из!за ишемии или И/Р [4]. Результаты
настоящего исследования также указывают на
восстановление активности мембраносвязан!
ных АТФаз (вместе со значительным снижени!
ем уровня МДА) у животных, получавших мела!

тонин. Хотя И/Р!индуцированное снижение
активности обеих АТФаз было значительно
выправлено, оно всё ещё было ниже, чем в
контрольной группе, однако можно ожидать,
что дальнейшее увеличение дозы мелатонина
улучшит результат.

Несмотря на то что накоплено огромное ко!
личество данных о И/Р!повреждениях и нейро!
защитных мерах [2, 7], насколько нам известно,
это одно из первых исследований, изучающих
влияние мелатонина на активность мембранных
АТФаз и на ультраструктуру серого и белого ве!
щества мозга крыс. Белое вещество составляет
~50% мозга взрослого человека и является уяз!
вимой мишенью для активных форм кислорода
из!за высокого содержания липидов в миелино!
вой оболочке, большого количества эндотели!
альных ферментов, продуцирующих активные
формы кислорода в перфорирующих артериях,
и низкого уровня внутренних антиоксидантов.
Кроме того, более низкий кровоток и слабое
коллатеральное кровообращение в белом веще!
стве [37], чрезвычайно высокая чувствитель!
ность олигодендроцитов (в частности, к эксай!
тотоксичности [38, 39]), а также воспаление
приводят к его высокой уязвимости во время
ишемии, следовательно, белое вещество мозга
часто повреждается серьёзнее, чем серое веще!
ство [40]. Исследования, посвящённые повреж!
дению белого вещества, ограничены из!за мало!
го количества белого вещества у грызунов и от!
сутствия хорошего метода оценки [41]. Сообща!
лось, что двусторонняя модель окклюзии общей
сонной артерии вызывает диффузную ишемию
белого вещества в головном мозге крысы [42].
Исследования с использованием моделей дву!
сторонней окклюзии сонной артерии или при!
менение эндотелина!1 у грызунов показали на!
личие инсульта белого вещества и его влияние
на смерть и различные аспекты дегенерации и
восстановления [43]. Ясно, что количественная
оценка повреждения серого и белого вещества
одинаково важны для оценки эффективности
потенциальных терапевтических агентов, по!
скольку оба вещества влияют на неврологичес!
кую дисфункцию и функциональное восстанов!
ление после инсульта. Многие вещества, успеш!
но использованные в экспериментальных усло!
виях, не смогли выступить в качестве терапевти!
ческих средств, потому что большинство иссле!
дователей упустили из виду долю белого вещест!
ва во время повреждения и/или восстановле!
ния. Хотя мы не исследовали изменения в гли!
альных клетках, стоит упомянуть астроциты,
поскольку астроциты поддерживают нейроны,
обеспечивая антиоксидантную защиту, субстра!
ты для нейронального метаболизма и клиренс
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глутамата в физиологических и патологических
условиях [44]. Хотя астроциты более устойчивы,
чем нейроны, ишемия или повреждения, выз!
ванные И/Р, могут нарушать функции астроци!
тов, что может ещё больше усиливать гибель
нейронов [45, 46].

Основным ограничением исследования яв!
ляется отсутствие данных о влиянии уровней
экспрессии АТФаз на долгосрочные и поведен!
ческие и/или функциональные результаты лече!
ния мелатонином в И/Р!модели. Необходимы
дальнейшие клинические и экспериментальные
исследования in vivo и in vitro, чтобы подтвер!
дить наши выводы о значительном эффекте ме!
латонина и механизмах, участвующих в его за!
щитном действии при И/Р!повреждении, и пре!
доставить поведенческие и/или функциональ!
ные данные для мелатонина, которые будут ис!
пользоваться для профилактики и лечения И/Р!
травм в клинической практике.

В заключение, скорее всего, благодаря свое!
му антиоксидантному действию мелатонин по!
вышает активность мембраносвязанных Na+!
K+/Mg2+!АТФазы и Ca2+/Mg2+!АТФазы, кото!
рая была подавлена во время И/Р!повреждений
мозга. Таким образом, мелатонин может являть!
ся многообещающим нейропротекторным аген!
том против И/Р!повреждений, эффективным
как для серого, так и для белого вещества благо!

даря своим благоприятным биологическим
свойствам.

Благодарности. Авторы благодарны профес!
сору З. Дикле Балканчи, доктору медицины,
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ческий вклад в исследование, а также профессо!
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MELATONIN IMPROVES REDUCED ACTIVITIES OF MEMBRANE ATPases
AND PRESERVES ULTRASTRUCTURE OF GRAY AND WHITE MATTER

IN THE RAT BRAIN ISCHEMIA/REPERFUSION MODEL

Meltem Tuncer1*, Bilge Pehlivanoglu1, Selçuk H. Sürücü2, and Turgay Isbir3

1 Department of Physiology, Hacettepe University Faculty of Medicine, 06100 Ankara, Turkey;
e�mail: metuncer@hacettepe.edu.tr; tuncermeltem@gmail.com

2 Department of Anatomy, Koç University School of Medicine, 34450 Istanbul, Turkey
3 Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Yeditepe University, 34755 Istanbul, Turkey

Ischemia/reperfusion (I/R) is among the most frequent neurological problems and early intervention to limit the
damage is crucial in decreasing mortality and morbidity. Based on reports regarding beneficial effects of melatonin,
we investigated its impact on Na+!K+/Mg2+ ATPase and Ca2+/Mg2+ ATPase activities and ultrastructure of gray and
white matter in the rat forebrain I/R model. Adult Wistar!albino rats (n = 78) were randomized into control,
ischemia (I), ischemia/reperfusion (I/R), low (I/R + melatonin 400 μg/kg), moderate (I/R + melatonin 1200 μg/kg),
and high (I/R + melatonin 2400 μg/kg) dose melatonin. Two!vessel occlusion combined with hypotension (15 min)
induced ischemia and reperfusion (75 min) achieved by blood reinfusion were performed. Activities of the membrane!
bound enzyme, brain malondialdehyde levels, and brain matter ultrastructure were examined in frontoparietal cor!
tices. Melatonin lowered production of malondialdehyde in a dose!dependently. The enzyme activities attenuated
under I and I/R, improved with melatonin treatment. I and I/R severely disturbed gray and white matter morpholo!
gy. Melatonin, in all applied doses, decreased ultrastructural damages in both gray and white matter. Favorable effects
of melatonin can be attributed to its antioxidant properties suggesting that it could be a promising neuroprotective
agent against I/R injury being effective both for gray and white matter due to favorable biological properties.

Keywords: malondialdehyde, melatonin, Na+!K+/Mg2+ ATPase, Ca2+/Mg2+ ATPase, reperfusion injury
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Скелетные мышцы составляют более трети массы тела человека и вносят значительный вклад в регуляцию
метаболизма в организме. Хроническое уменьшение двигательной активности замедляет метаболизм и сни�
жает функциональные возможности мышц, ведет к нарушению обмена веществ, а также развитию социаль�
но значимых заболеваний и снижению уровня и продолжительности жизни. Экспериментальные модели на
основе клеток�предшественников, выделяемых из мышечной ткани человека при биопсии и дифференци�
рованных в зрелые волокна in vitro, могут быть использованы для решения широкого спектра эксперимен�
тальных задач. В обзоре обсуждаются особенности динамики и регуляции миогенеза, имеющие критичес�
кое значение для создания адекватной клеточной модели. Основной функцией скелетной мышцы является
сокращение, поэтому электростимуляция миотуб представляется перспективным подходом для успешного
завершения миогенеза и для моделирования in vitro основных процессов, происходящих в скелетной мыш�
це при физических нагрузках. В обзоре анализируются текущие недостатки и возможности оптимизации
существующей клеточной модели, а также перспективы её развития для решения фундаментальных задач,
связанных с физиологией и биохимией мышечной деятельности, а также изучением механизмов развития
метаболических заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: скелетная мышца, физическая нагрузка, сателлитные клетки, миогенез, электрости�
муляция, метаболизм, экспрессия генов.
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ЭЛЕКТРОСТИМУЛЯЦИЯ МИОТУБ КАК МОДЕЛЬ
СОКРАТИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ МЫШЦ in vitro:

ТЕКУЩЕЕ СОСТОЯНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗВИТИЯ

Обзор
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ВВЕДЕНИЕ

Скелетные мышцы составляют более трети
массы тела человека и в норме обладают высо�
кой метаболической активностью. В покое они
осуществляют до 90% инсулин�зависимого пот�
ребления глюкозы [1], дополнительно растуще�
го при физических нагрузках [2]. При низкоин�

тенсивной и продолжительной нагрузке мы�
шечные волокна с высокими окислительными
возможностями активно используют жирные
кислоты в качестве энергетических субстратов,
координируя углеводно�жировой обмен в орга�
низме и препятствуя развитию ожирения и ин�
сулинорезистентности как раннего проявления
диабетических изменений [1–3]. Хроническое
уменьшение двигательной активности снижает
метаболизм и функциональные возможности
скелетных мышц, приводит к нарушению обме�
на веществ, развитию ожирения, метаболичес�
кого синдрома и диабета II типа, усугубляет раз�
витие возрастной саркопении (потери мышеч�
ной массы), повышает риск развития сердечно�
сосудистых заболеваний, депрессии и синдрома
хронической усталости, а также сокращает про�
должительность жизни [4–8].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : СК – сателлитные клетки;
ЭМГ – электромиограмма; ЭМСК – эмбриональные мы�
шечные стволовые клетки; AMPK – AMP�зависимая про�
теинкиназа; GLUT4 – инсулин�регулируемый транспор�
тер глюкозы 4; mTORC1 – мишень рапамицина, комп�
лекс 1; MyoG – миогенин; p38 MAPK – митоген�активи�
руемая протеинкиназа р38; Pax3/Pax7 – спаренные гомео�
боксные транскрипционные факторы 3/7; TNF1 – фактор
некроза опухоли 1.

* Адресат для корреспонденции.
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Во время интенсивной сократительной ак�
тивности мышечные клетки испытывают меха�
ническое напряжение, повышается внутримы�
шечная температура, изменяется содержание
многих тканевых метаболитов, снижается рН и
запасы гликогена. Эти и другие факторы активи�
руют многочисленные сигнальные пути и замет�
но изменяют транскриптомный профиль
(экспрессию сотен генов) в течение нескольких
часов восстановления после активности [9, 10].
Во время и после работы скелетные мышцы вы�
деляют множество метаболитов и миокинов,
оказывающих эндо�, пара� и аутокринные воз�
действия [5, 11, 12]. Регулярные аэробные наг�
рузки (длительные и низкоинтенсивные, энерго�
обеспечение которых идет в основном за счет
окислительного фосфорилирования) являются
эффективным инструментом для повышения
функциональных возможностей скелетных
мышц (чувствительности к инсулину, макси�
мальной скорости окисления жиров и углеводов,
работоспособности) и профилактики многих за�
болеваний, включая саркопению, сердечно�со�
судистые заболевания и системные метаболичес�
кие нарушения при диабете II типа [6, 7, 13–15].
У людей нетренированных и с пониженными
функциональными возможностями работоспо�
собность ограничена прежде всего низкой окис�
лительной способностью скелетных мышц и их
высокой утомляемостью, а не производитель�
ностью кислородтранспортной системы [16]. Это
подчеркивает важность изучения молекулярных
и биохимических механизмов адаптации скелет�
ных мышц к сократительной активности.

Понимание сути изменений во внутрикле�
точной сигнализации и профиле экспрессии ге�
нов, происходящих в скелетной мышце при од�
нократных и регулярных аэробных упражнени�
ях, важно для поиска оптимальных подходов
для профилактики и борьбы с метаболическими
нарушениями (на уровне скелетных мышц и ор�
ганизма), а также при восстановлении после ог�
раничения двигательной активности (малопод�
вижный образ жизни, длительное пребывание
на постельном режиме, реабилитация космо�
навтов после полета и т.д.). Данная информация
также важна для поиска эффективных путей
увеличения функциональных возможностей
скелетных мышц (и организма в целом) у людей
с нормальным уровнем двигательной активнос�
ти и спортсменов, тренирующих выносливость.
Несмотря на большое количество исследований
в этой области, молекулярные механизмы адап�
тации скелетной мышцы к аэробным нагрузкам
остаются во многом неясными.

Исследования молекулярных и биохимичес�
ких механизмов адаптации скелетной мышцы с

участием добровольцев in vivo связаны с этичес�
кими ограничениями: повторяющиеся биопсии
мышц, использование фармакологических ак�
тиваторов, ингибиторов и радиоактивных трей�
серов, регуляция экспрессии генов (рис. 1).
Применение животных моделей позволяет пре�
одолеть часть ограничений, однако некоторые
механизмы адаптации мышц грызунов к физи�
ческим нагрузкам отличаются от наблюдаемых у
человека. Например, у грызунов в отличие от
человека физические нагрузки изменяют соот�
ношение мышечных волокон I и II типов
[17, 18], значительно различающихся метаболи�
ческим профилем [19]. Помимо этого циркад�
ные ритмы влияют на экспрессию нескольких
сотен генов в мышцах грызунов [20, 21] и чело�
века [22]. Это затрудняет сравнение и интерпре�
тацию данных, полученных в разных моделях
in vivo [23], поэтому использование клеточной
модели для изучения механизмов адаптации
скелетных мышц представляется оптимальным
и может применяться на практике.

Проблема неспособности терминально диф�
ференцированных мышечных клеток к культи�
вированию решается путём выделения из мы�
шечных биопсий сателлитных клеток�предше�
ственников (СК), превращающихся в процессе
пролиферации и последующей дифференци�
ровки in vitro в функциональные миотубы
(рис. 1). СК рассматриваются как «взрослые»
стволовые клетки, которые отличаются от эмб�
риональных мышечных стволовых клеток
(ЭМСК) профилем экспрессии транскрипци�
онных факторов и степенью коммитированнос�
ти. Контролируемый миогенез in vitro позволяет
использовать СК как исходный материал для
создания клеточной модели и решения широко�
го спектра экспериментальных задач, в том чис�
ле для исследования миогенного и регенератив�
ного потенциала этих клеток в норме и при па�
тологическом изменении метаболической ак�
тивности.

Основной функцией скелетной мышцы яв�
ляется сократительная активность, которая
должна быть смоделирована в эксперименте.
Скелетная мышца состоит из мышечных воло�
кон, представляющих собой многоядерный син�
цитий, образуемый при слиянии миоцитов в мио�
тубы. Формирование миотуб, способных к сок�
ращению in vitro, зависит от ряда факторов и яв�
ляется отдельной проблемой (см. ниже). Элект�
ростимуляция может дать ключ к ее решению,
поскольку она служит основным триггером, за�
пускающим сокращение миотуб. При этом про�
исходят изменения внутриклеточной сигнализа�
ции, паттерна экспрессии генов, а также клеточ�
ного фенотипа. В условиях in vitro электростиму�
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ляция может инициировать молекулярные со�
бытия последних стадий миогенеза и формиро�
вания функциональных миотуб (рис. 1).

МИОГЕНЕЗ И САТЕЛЛИТНЫЕ КЛЕТКИ

Миогенез представляет собой процесс фор�
мирования мышечных волокон из клеток�пред�
шественников и обновления структур волокон,
утрачиваемых в процессе жизнедеятельности.
Обычно его разделяют на три фазы (рис. 2, а)
[24–27].

Миогенез регулируется рядом транскрипци�
онных факторов, главными на регенеративной
стадии считаются 4 классических: Myf5, MyoD,
MyoG (миогенин) и Mrf4 (Myf6) [24, 27–30]. Для
поддержания стволового состояния и регенера�
тивного потенциала важна работа факторов
Pax3/Pax7 [29, 31]. Последовательные изменения
уровня экспрессии всех этих факторов
(рис. 2, б), инактивация и активация их генов
in vitro [32], а также данные полногеномных ис�
следований [30] указывают на сложные взаимо�
связи между этими факторами и важность их
взаимодействия в процессе миогенеза. Они фор�
мируют регуляторную сеть с многочисленными

прямыми и обратными связями (рис. 2, в), дина�
мика которой меняется, определяя протекание
миогенеза. Динамические изменения Myf5 и
Pax3/Pax7 поддерживают СК в стволовом состо�
янии, MyoD регулирует мобилизацию CК из
стволовой ниши, а MyoG участвует в формиро�
вании миотуб [24]. Первичная активация ЭМСК
связана с падением экспрессии Рах3, индукцией
Рах7 и транзиторной экспрессией Myf5 и MyoD.
Коммитирование ЭМСК в направлении СК
обусловлено реактивацией экспрессии Myf5,
дальнейшая дифференцировка до миобластов
происходит при активации MyoD (рис. 2, б). По�
вышение уровня MyoG маркирует дифференци�
ровку миобластов в миоциты, Mrf4 координиру�
ет формирование миотуб. При этом Рах7 служит
базовым маркером СК, и его наличие позволяет
контролировать выделение истинных СК из мы�
шечных биопсий и поддержание их в клеточной
культуре в виде стволовых клеток [29].

Внешние факторы также играют важную
роль в поддержании стволового фенотипа час�
тично коммитированных СК. В условиях in vitro
они могут быть важными для удержания СК от
преждевременной дифференцировки, позволяя
провести наращивание культуры путем проли�
ферации. Как уже отмечено, одним их таких
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Рис. 1. Два подхода к исследованию молекулярных и биохимических механизмов адаптации сократительной активности
мышц. В первом случае (вверху) используются пробы скелетных мышц, взятых до и после какого�либо воздействия или у
различных когорт добровольцев (эксперимент in vivo) для анализа их феноменологических характеристик (активность
ферментов, модификации белков, транскрипционная активность, профили экспрессии и т.п.); экспериментальные мани�
пуляции с донорским материалом при таком подходе практически невозможны. Во втором случае (внизу) из мышечных
биопсий выделяют сателлитные клетки, которые далее культивируют in vitro; дифференцированные в миотубы клетки
доступны для широкого спектра экспериментальных воздействий, включая электростимуляцию, моделирующую различ�
ные режимы сократительной активности мышц
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Рис. 2. а – Общая схема миогенеза, где условные фазы отражены различными пунктирными стрелками; б – профили
экспрессии транскрипционных факторов, где высота затемненных фигур отражает уровень экспрессии указанного фак�
тора в момент, соответствующий общей схеме миогенеза; в – регуляторные взаимоотношения транскрипционных факто�
ров, где активирующие воздействия показаны стрелками, а ингибирующие – Т�образными связями



ВЕПХВАДЗЕ и др.

факторов является наличие внеклеточного мат�
рикса вокруг клеток, который не только меха�
нически имитирует стволовую нишу, но и влия�
ет на доступность для клеток кислорода и пита�
тельных веществ, гормонов и цитокинов, а так�
же на способность к формированию межклеточ�
ных контактов. Регенеративные свойства и ак�
тивность СК усиливаются при умеренной ги�
поксии, но снижаются при жесткой [33]. Это
может быть связано с биогенезом митохондрий,
активность которых способствует регенератив�
ному миогенезу посредством работы c�Myc и
кальциневрина, регулирующих экспрессию
MyoD и MyoG [34]. Миогенез нарушается при
воспалении под действием воспалительных ин�
терлейкинов, фактора некроза опухолей
(TNFα) и интерферона�γ [35]. Сходная картина
наблюдается в жировой ткани, когда повышен�
ный воспалительный фон препятствует жиро�
вой дифференцировке резидентных клеток�
предшественников и играет ключевую роль в
развитии инсулинорезистентности и других ме�
таболических нарушений [8]. Анаболические
гормоны, такие как инсулин и инсулиноподоб�
ный фактор роста 1, гормон роста и андрогены,
противодействуют развитию воспаления и акти�
вируют синтез мышечных белков, однако их
влияние на СК полностью не изучено [35]. При
этом инсулин – активатор комплекса mTORC1
(ключевого регулятора синтеза белка) – часто
используют как компонент среды для индукции
миогенеза СК in vitro; напротив, подавление ак�
тивности mTORC1 блокирует слияние миоци�
тов, образование и созревание миотуб в клеточ�
ных моделях [36]. С другой стороны, повышен�
ное содержание глюкозы в среде ингибирует
пролиферацию первичных миобластов мыши
[37] и дифференцировку клеток линии С2С12,
влияя на содержание и локализацию MyoD
[38, 39] и фактора транскрипции Mlx, регулиру�
ющего слияние миотуб [40]. Однако в других ра�
ботах было показано, что гипергликемия уско�
ряла дифференцировку клеток C2C12 на фоне
сниженной активности AMP�зависимой проте�
инкиназы (AMPK), ключевого регулятора угле�
водно�жирового обмена и биогенеза митохонд�
рий, и максимальной скорости дыхания мито�
хондрий [41, 42], а также увеличивала содержа�
ние митохондриальных белков в первичных мио�
тубах человека [43]. Еще в одном исследовании
различий в перечисленных выше характеристи�
ках первичных миотуб выявлено не было [44].
Таким образом, данные о глюкозозависимой ре�
гуляции миогенеза достаточно противоречивы и
требуют дополнительных исследований.

Физические контакты с соседними клетками
и внеклеточным матриксом претерпевают изме�

нения на разных стадиях миогенеза. На ранней
стадии активации ЭМСК запуск сигнального
пути Notch и механизма эпителиально�мезенхи�
мального перехода ведет к разрушению межкле�
точных контактов, опосредованных N�кадгери�
ном и β�катенином. В результате β�катенин пе�
ремещается в ядро, где запускает экспрессию
Myf5 [45] и Pax7 [31], коммитируя развитие
ЭМСК в мышечном направлении. Переход
ЭМСК в СК дополнительно связан с формиро�
ванием стволовой ниши на поверхности миотуб
(или мышечных волокон), когда вокруг СК
формируется оболочка внеклеточного матрик�
са, препятствующая межклеточным контактам и
поддерживающая плюрипотентный/стволовый
фенотип СК [24]. При этом СК могут делиться
как симметрично вдоль волокна с образованием
двух дочерних СК, так и асимметрично поперек
волокна с образованием дочерней клетки, обес�
печивающей регенеративный миогенез. Нако�
нец, восстановление межклеточных контактов
вносит критический вклад в слияние дифферен�
цированных миобластов в миотубы или присое�
динение к мышечным волокнам [45].

Таким образом, использование СК из мы�
шечных биопсий для создания клеточных моде�
лей требует контроля нескольких ключевых эта�
пов миогенеза. Во�первых, это характеристика
выделяемых СК по наличию ключевых марке�
ров этих клеток. Во�вторых, это создание усло�
вий для пролиферации СК при сохранении их
стволового фенотипа, что может быть достигну�
то через ослабление межклеточных взаимодей�
ствий или путём регуляции экспрессии факто�
ров транскрипции, таких как Рах7, Myf5 и
MyoD. В�третьих, это контроль внешних факто�
ров, включая гормоны для индукции дифферен�
цировки, а также оптимизация клеточного
субстрата, например, использование специаль�
ных субстратов с микроструктурой (см. ниже).
Наконец, это обеспечение слияния миоцитов в
миотубы, чему способствует восстановление
межклеточных контактов за счет разрыхления
внеклеточного матрикса или специфической
стимуляции миоцитов. Как обсуждается ниже,
применение электростимуляции миоцитов мо�
жет использоваться как воздействие для ускоре�
ния завершения дифференцировки и формиро�
вания зрелых многоядерных миотуб.

КЛЕТОЧНАЯ МОДЕЛЬ СОКРАТИТЕЛЬНОЙ
АКТИВНОСТИ МЫШЦ

Использовать электростимуляцию мышеч�
ных клеток в экспериментах in vitro начали уже в
середине 70�х годов прошлого века. В начале
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XXI века было проведено первое исследование с
электростимуляцией первичных миотуб челове�
ка [46]. Для этого из биопсийной пробы ткани
скелетной мышцы были выделены СК, мио�
бласты культивировали и инициировали диф�
ференцировку in vitro в миотубы. Такие клеточ�
ные модели особенно привлекательны для изу�
чения миогенеза, поскольку позволяют ассоци�
ировать конкретные изменения профиля
экспрессии генов с изменениями морфологии и
функциональных характеристик клеток. По�ви�
димому, это частично объясняет резкое усиле�
ние интереса к этой модели, произошедшее в
последнее десятилетие [47, 48].

Обычно миотубы выращивают и стимулиру�
ют в чашках Петри с помощью угольных или
платиновых электродов, используя биполярные
электрические импульсы. Известные протоко�
лы стимуляции [48, 49] можно условно разде�
лить на те, которые моделируют однократную
физическую нагрузку (кратковременная стиму�
ляция в течение 5–120 мин) и регулярные тре�
нировки (длительная стимуляция от нескольких
часов до двух суток). Клеточная модель элект�
ростимуляции миотуб из ткани человека дает
несколько важных преимуществ в сравнении с
использованием биопсийного материала в экс�
периментах in vivo. Она позволяет:

1. минимизировать влияние циркадных ос�
цилляций;

2. использовать клетки человека, а не им�
мортализованные линии клеток лабораторных
животных, такие как С2С12 или L6;

3. исследовать молекулярные ответы в мы�
шечных клетках, а не в смеси различных клеток;

4. точно дозировать величину сократитель�
ной активности;

5. применять широкий набор эксперимен�
тальных воздействий (включая активацию или
ингибирование экспрессии генов);

6. обеспечивать равномерную и одновремен�
ную доставку стимуляторов/ингибиторов.

Длительность стимуляции миотуб варьирует
от нескольких минут до нескольких суток, а
частота стимуляции от 1 до 100 Гц, что сопоста�
вимо с частотой импульсации мотонейронов
in vivo. Такая in vitro модель мышечной актив�
ности хорошо воспроизводит физиологические
и молекулярные ответы, регистрируемые после
однократной или регулярных аэробных физи�
ческих нагрузок в скелетной мышце человека
[47, 48]. Например, электростимуляция при�
крепленных к подложке миотуб вызывает види�
мые ритмичные сокращения, сопровождаю�
щиеся отчетливыми кальциевыми волнами
[50–53], приводит к увеличению потребления
глюкозы и жирных кислот [54, 55] и снижению

запасов мышечного гликогена. Однократная
стимуляция миотуб вызывает сходные с in vivo
изменения внутриклеточной сигнализации: ак�
тивацию AMPK и p38 MAP�киназы, увеличение
уровня фосфорилирования транскрипционных
факторов CREB1 и ATF1, а также усиление сек�
реции миокинов (интерлейкинов, хемокинов
семейств CXC, СС и др.) [51, 55–61]. Важно под�
черкнуть, что любая стимуляция усиливает экс�
прессию ключевых генов�регуляторов углевод�
но�жирового обмена, ангиогенеза и митохондри�
ального биогенеза (PPARGC1A, GABPA, ESRRA,
NR4A3, TFAM и PDK4), повышает содержание
митохондриальных белков, максимальную ско�
рость дыхания митохондрий и инсулинозависи�
мое потребление глюкозы [54, 55, 59, 62–65]. На
основе этих данных можно сделать вывод, что
описываемая клеточная модель представляется
адекватной для моделирования процессов, про�
исходящих в мышце как при однократных, так и
при регулярных аэробных нагрузках.

В большинстве исследований с электрости�
муляцией миотуб использовались стандартные
иммортализованные мышечные линии клеток
мыши С2С12 или крысы L6, а также первичные
клетки, полученные из мышц грызунов. В пос�
ледние годы резко увеличилось число исследо�
ваний с использованием первичных клеток, по�
лученных из скелетной мышцы человека. Срав�
нение миотуб иммортализованных миобластов
грызунов и первичных миобластов человека вы�
явило множество различий как на уровне ба�
зальной экспрессии генов (в частности, кодиру�
ющих сократительные белки), так и функцио�
нальных возможностей клеток (инсулинозави�
симое потребление глюкозы и синтез гликогена,
максимальная скорость дыхания митохондрий),
а также реакций клеток на электростимуляцию
(изменение профиля экспрессии генов, потреб�
ления глюкозы) [66]. В другом исследовании
было показано, что миотубы, полученные из са�
теллитных клеток человека, демонстрируют ме�
нее выраженный сократительный ответ на
электростимуляцию по сравнению с миотубами
из иммортализованных клеток грызунов.
Экспрессия мРНК и различных миокинов в от�
вет на электростимуляцию в клетках человека
также оказалась значительно ниже по сравне�
нию с клетками линии С2С12 [58]. Указанные
данные подтверждают, что результаты, получен�
ные на иммортализованных клетках грызунов,
следует с осторожностью экстраполировать на
человека, подчеркивая важность проведения
экспериментов непосредственно на клетках че�
ловека.

В ряде работ было продемонстрировано, что
миотубы, выращенные из мышц разных доно�
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ров, частично сохраняют нативные свойства био�
псийной мышечной ткани и по�разному отвеча�
ют на электростимуляцию. Учитывая эту ин�
формацию, описываемая модель in vitro может
быть использована для изучения механизмов
развития различных патологий, таких как ожи�
рение, диабет II типа и др. Так, миотубы, выра�
щенные из миобластов мышц пациентов, стра�
дающих синдромом хронической усталости, де�
монстрируют повышенную экспрессию MyoG и
сниженную секрецию миокина IL�6 по сравне�
нию с клетками, выращенными из мышц здоро�
вых людей того же возраста. После 16 ч стимуля�
ции в этих клетках, в отличие от контрольных,
не увеличивался уровень фосфорилирования
AMPK, потребления глюкозы и секреции IL�6
[56]. Сходная ситуация наблюдалась и в миоту�
бах, полученных от пациентов с ожирением:
стимуляция повышала чувствительность к инсу�
лину только в инсулинорезистентных клетках,
при этом приводила к увеличению скорости
окисления жиров, повышению содержания ми�
тохондрий и экспрессии мРНК IL�6 только в
контроле [67]. Активация AMPK в ответ на
электростимуляцию (24 ч) была также снижена
в миотубах, полученных из мышц людей с ожи�
рением, по сравнению с миотубами, получен�
ными от доноров с нормальной массой тела.
Электростимуляция увеличила уровень фосфо�
рилирования белков инсулинового каскада и
транслокацию инсулинозависимого транспор�
тера глюкозы, GLUT4, при стимуляции инсули�
ном, однако эти изменения были менее выраже�
ны в миотубах от пациентов с ожирением, чем
из контрольной группы [68]. Помимо этого, мио�
тубы, полученные из мышечных биопсий тре�
нированных людей, демонстрируют большую
скорость окисления жиров и глюкозы по срав�
нению с миотубами из биопсий людей, ведущих
обычный образ жизни [69]. Эти и другие работы
с использованием клеточных моделей показы�
вают, что ожирение, возраст и уровень двига�
тельной активности доноров влияют на молеку�
лярные и функциональные характеристики мио�
туб, причём отличия остаются заметными даже
после культивирования и дифференцировки из
первичных миобластов [70].

Тот факт, что миотубы, полученные от доно�
ров с разным возрастом, двигательной актив�
ностью, окислительным и метаболическим ста�
тусом мышц, воспроизводят характерные функ�
циональные и фенотипические различия дает
основания полагать, что этот феномен обуслов�
лен эпигенетическими изменениями, произо�
шедшими в СК до их выделения из тканевых био�
псий. В единичных исследованиях описаны из�
менения паттерна метилирования ДНК миотуб,

происходящие при изменении уровня двига�
тельной активности, ожирении и старении до�
норов [71–73]. Если особенности фенотипа мио�
туб обусловлены эпигенетическими характерис�
тиками клеток донора, то возникает вопрос, как
долго могут сохраняться эти изменения (напри�
мер, паттерн метилирования) при культивиро�
вании клеток. По нашему мнению, изучение
эпигенетических изменений, происходящих
при культивировании клеток от разных доно�
ров, может помочь в понимании механизмов,
лежащих в основе этого феномена.

ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ПРИЧИНЫ
НЕСООТВЕТСТВИЙ МОДЕЛИ

С РЕЗУЛЬТАТАМИ in vivo
И ПЕРСПЕКТИВЫ ЕЕ РАЗВИТИЯ

Многократно показано, что в базальном сос�
тоянии дифференцированные миотубы и ске�
летные мышцы значительно различаются по ря�
ду характеристик. Например, в миотубах пре�
имущественно экспрессируются тяжелые цепи
миозина, характерные для быстросокращаю�
щихся волокон II типа, а экспрессия GLUT4,
наоборот, снижена [70]. На сегодняшний день
проведены десятки исследований, посвящен�
ных эффектам кратковременной и длительной
электростимуляции миотуб. Анализ их результа�
тов показал, что кратковременная электрости�
муляция не полностью воспроизводит ключе�
вые молекулярные ответы, наблюдаемые в ске�
летной мышце после однократной физической
нагрузки [47]. Например, электростимуляция не
всегда инициирует активацию p38 MAP�кина�
зы, увеличение экспрессии транспортера
GLUT4 и его транспортировку на клеточную
мембрану, ускорение окисления жиров. Во мно�
гих работах молекулярные ответы, возникаю�
щие в скелетной мышце после однократной фи�
зической нагрузки, были зарегистрированы
только после длительной электростимуляции
миотуб. Например, 90�мин электростимуляция
не активировала экспрессию гена PPARGC1A,
ключевого регулятора углеводно�жирового об�
мена, ангиогенеза и биогенеза митохондрий;
увеличение экспрессии этого гена происходило
только после нескольких серий стимуляции в
течение нескольких дней [63]. Ниже будут про�
анализированы потенциальные причины несо�
ответствия модели электростимуляции миотуб
результатам, полученным in vivo, а также обсуж�
дены перспективы оптимизации этой модели.

Паттерн электростимуляции. В разных иссле�
дованиях используются протоколы электрости�
муляции, значительно различающиеся по дли�
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тельности (от нескольких минут до нескольких
суток), частоте (от 1 до 100 Гц), типу стимуляции
(по силе тока или напряжению), а также паттер�
ну стимуляции [48]. Отчасти это связано с отсут�
ствием четкой методологии и терминологии в
этой области и с желанием смоделировать
in vitro различные эффекты сократительной ак�
тивности in vivo [47]. Известно, что при низко�
интенсивной продолжительной (аэробной) фи�
зической нагрузке (десятки минут) в работу во�
влечены медленно сокращающиеся мышечные
волокна I типа. Они обладают высокой окисли�
тельной способностью и активируются мото�
нейронами с частотой импульсации 5–20 Гц.
Энергообеспечение такой работы идет в основ�
ном за счет окислительного фосфорилирования
с использованием жирных кислот в качестве
субстрата. Регулярные упражнения такого типа
ведут к увеличению окислительных возможнос�
тей мышц, повышению плотности митохондрий
и аэробной работоспособности. Напротив, при
коротких (от нескольких до десятков секунд)
околомаксимальных физических нагрузках рек�
рутируются волокна II типа, которые активиру�
ются мотонейронами с частотой 50–100 Гц и ха�
рактеризуются быстрой скоростью сокращения.
Синтез ATP при такой работе идет преимущест�
венно за счет аденилаткиназной и креатинки�
назной системы и анаэробного гликолиза. Такие
регулярные нагрузки ведут к увеличению разме�
ров мышечных волокон тренируемых мышц и
их максимальной силы. При этом значимых из�
менений в окислительных возможностях (и вы�
носливости) мышц не наблюдается. Различия в
адаптационных ответах связаны с тем, что фи�
зические нагрузки вызывают специфические
для них метаболические сдвиги в работающей
мышце и крови, связанные с активацией раз�
личных сигнальных каскадов и изменением пат�
тернов экспрессии генов и белков [74]. Очевид�
но, что для адекватного воспроизведения эф�
фектов in vitro необходимо хотя бы приблизи�
тельно смоделировать режимы сократительной
активности мышечных волокон, наблюдаемые
in vivo.

Вместе с тем используемые протоколы
электростимуляции миотуб кардинально отли�
чаются от паттернов сократительной активнос�
ти, наблюдаемых in vivo [48]. Так, во время од�
нократной аэробной локомоторной нагрузки
(например, велоэргометрия) работающие ске�
летные мышцы сокращаются с частотой ∼ 1 Гц
на протяжении нескольких десятков минут.
При этом длительность каждого периода сокра�
щения мышц составляет 400–500 мс. Тем не ме�
нее в наиболее популярных протоколах элект�
ростимуляции используется совершенно другой

паттерн: стимуляция идет не периодами (пачка�
ми), а одиночными импульсами, с частотой
1–100 Гц, что скорее напоминает паттерн сокра�
щения кардиомиоцитов.

Электростимуляция мышечных волокон с
частотой 20 Гц, в отличие от 100 Гц, активирует
Са2+�зависимый сигнальный каскад кальцинев�
рина и транскрипционных факторов NFATC и
инициирует транслокацию последних в ядро
[75]. NFATC участвуют в регуляции экспрессии
специфических регуляторов миогенеза, таких
как MyoG, Myf6 и MyoD1, а также играют клю�
чевую роль в регуляции экспрессии тяжелых це�
пей миозина в мышечных волокнах – этот пока�
затель тесно связан с метаболическими характе�
ристиками клетки [76]. Sciancalepore et al. в ка�
честве образца паттерна стимуляции миотуб ис�
пользовали электромиограмму, записанную при
ритмических мышечных сокращениях in vivo.
Такой асинхронный режим стимуляции приво�
дил к более выраженным внутриклеточным ос�
цилляциям Са2+ и увеличению количества сок�
ращающихся миотуб по сравнению со стимуля�
цией с фиксированной частотой 1 или 45 Гц [52].
Однако при таком подходе сложно стандартизо�
вать частоту сокращения миотуб и воспроизво�
дить эксперимент в других лабораториях.

Для моделирования эффектов однократных
аэробных упражнений перспективным, на наш
взгляд, является протокол, где стимуляция осу�
ществляется каждую секунду пачками по
400–500 мс. При этом используется частота им�
пульсов, типичная для мышечных волокон I ти�
па – до 20 Гц (рис. 3); по сравнению с протоко�
лом стимуляции с частотой 1 Гц суммарное вре�
мя электрической активности миотуб (напри�
мер, за один час) возрастает в 8–10 раз. Можно
предположить, что данный подход вызовет до�
полнительную активацию некоторых сигналь�
ных каскадов. Подобный паттерн электрости�
муляции уже применялся ранее [64], однако его
эффективность не сопоставлялась со стандарт�
ными протоколами.

Продолжительность кратковременной элект@
ростимуляции. Длительность кратковременной
электростимуляции миотуб варьирует от нес�
кольких минут до нескольких часов. Важно от�
метить, что сократительная активность мышц
продолжительностью более 1 ч значительно ис�
тощает внутримышечные запасы гликогена и
триглицеридов in vivo. Это может влиять на
энергетическое обеспечение работы и приво�
дить к активации специфических сигнальных
молекул, например, AMPK [77]. Использовать
протоколы кратковременной электростимуля�
ции продолжительностью более часа следует с
осторожностью, контролируя истощение этих
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внутриклеточных субстратов и снижение содер�
жания глюкозы в среде.

Динамика молекулярных ответов после стиму@
ляции. Активация сигнальных белков, индуци�
руемых сократительной активностью in vivo (та�
ких как CaMK, AMPK, p38 MAPK), наблюдает�
ся сразу после окончания нагрузки [74, 78]. Наи�
более выраженные изменения экспрессии генов

происходят в течение нескольких часов (до 8 ч)
«отдыха», причем большая часть этих генов име�
ет определенный временной паттерн экспрес�
сии [10, 23, 79]. В подавляющем большинстве
исследований молекулярные ответы миотуб ре�
гистрировали в один момент времени (как пра�
вило, после окончания электростимуляции), и
лишь в некоторых работах ответы регистрирова�
ли в нескольких временных точках [63–65,
80, 81]. Определение динамики развития моле�
кулярных ответов на кратковременную однок�
ратную стимуляцию миотуб важно для сопос�
тавления их специфичности in vivo и in vitro.

Использование методов широкого охвата,
таких как фосфопротеомный и транскриптом�
ный анализ, представляется наиболее перспек�
тивным решением этой задачи, поскольку дает
возможность одновременно оценить реакции
множества сигнальных молекул и генов и сопос�
тавить направленность этих ответов с получен�
ными in vivo. Так, представлены примеры иссле�
дований динамики фосфопротеома в различных
клеточных культурах при стимуляции инсули�
ном [82–86], а также в мышечных клетках сразу
после фармакологических воздействий, имити�
рующих отдельные эффекты сократительной
активности [87, 88]. Помимо этого, в несколь�
ких работах изучались изменения транскрип�
томного профиля сразу после электростимуля�
ции миотуб [51, 89]. Насколько нам известно,
только в работе Hoshino et al. был проведен ана�
лиз динамики изменений транскриптома, мета�
болома и уровня фосфорилирования некоторых
сигнальных молекул в миотубах линии С2С12 во
время и после сократительной активности [90].
В работе проведено сопоставление эффектов
непрерывной стимуляции (в течение 1 ч) с час�
тотой 2 и 20 Гц, которое продемонстрировало,
что многие молекулярные ответы по направлен�
ности совпадают с тем, что должно было проис�
ходить в скелетной мышце после сократитель�
ной активности. Однако прямого сопоставле�
ния с данными in vivo не проводилось.

Протоколы для исследования эффектов хро@
нической сократительной активности. Периоды
повышенной активности скелетной мышцы
in vivo сочетаются с достаточно продолжитель�
ными (несколько часов, сутки) периодами низ�
кой активности или покоя. После однократной
аэробной нагрузки в мышце происходит транзи�
торная активация различных сигнальных каска�
дов [74, 78], изменяется (преимущественно уве�
личивается) экспрессия нескольких сотен генов
[10, 23, 79], происходит транслокация транспор�
теров глюкозы (GLUT4) и жиров (CD36) [2, 14],
активируется убиквитин�протеасомная система
деградации поврежденных белков [91, 92] и уси�
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Рис. 3. Паттерны электростимуляции миотуб и электромио�
графическая (ЭМГ) активность скелетной мышцы при ло�
комоциях. а, б – Электростимуляция с фиксированной
частотой 1 и 50 Гц (наиболее популярные паттерны стиму�
ляции); в – ЭМГ активность наружной головки четырех�
главой мышцы бедра человека при работе на велоэргомет�
ре с частотой вращения педалей 1 Гц; г – паттерн электрос�
тимуляции миотуб, моделирующий сократительную ак�
тивность волокон скелетной мышцы со следующими пара�
метрами: частота импульсов внутри пачки – 20 Гц (типовая
частота разряда медленных мотонейронов), продолжи�
тельность периода стимуляции – 500 мс, частота периодов
сокращения – 1 Гц
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ливается синтез митохондриальных белков
[93–95]. Очевидно, что эти процессы могут за�
висеть от соотношения ATP, ADP и AMP в мы�
шечной клетке и модулироваться наличием/от�
сутствием последующих периодов сократитель�
ной активности. Как упоминалось ранее, для
моделирования эффектов сократительной ак�
тивности используют, как правило, протоколы
длительной и непрерывной (от нескольких ча�
сов до суток) электростимуляции миотуб [48],
которые скорее воспроизводят сократительную
активность сердца, чем скелетной мышцы. С
одной стороны, использование протоколов с
непрерывной стимуляцией укорачивает сум�
марное время воздействия, необходимое для из�
менения фенотипа (увеличения содержания
специфических транспортеров, регуляторных
белков, активности окислительных ферментов и
митохондриальной плотности). С другой сторо�
ны, отсутствие периодов восстановления может
оказывать значительное воздействие на ско�
рость и направленность молекулярных ответов
и изменений фенотипа. Следует отметить, что
эффекты длительной электростимуляции мио�
туб изучены гораздо меньше, чем эффекты крат�
ковременной стимуляции, а работы по оптими�
зации протоколов длительной стимуляции отсут�
ствуют.

Степень дифференцировки миотуб. В разных
исследованиях используют различные протоко�
лы культивирования и дифференцировки кле�
ток. До сих пор нет четких и общепризнанных
критериев, характеризующих степень созрева�
ния миотуб на поздних этапах дифференциров�
ки, что является одной из наиболее острых и не�
решенных проблем при сопоставлении резуль�
татов исследований. Очевидно, что степень соз�
ревания миотуб влияет на функциональные воз�
можности клеток и молекулярные ответы на
экспериментальные воздействия [70]. Миотубы,
полученные из СК человека, демонстрируют
менее выраженный сократительный ответ на
электростимуляцию по сравнению с миотубами
из иммортализованных клеток грызунов [58],
что может быть связано с недостаточной сте�
пенью дифференцировки миотуб, полученных
из биопсии мышц человека.

Иннервация играет важную роль в созрева�
нии мышечных волокон [96], а частота импуль�
сации мотонейрона является ключевым факто�
ром, определяющим тип мышечного волокна
[97]. Волокна классифицируются по экспрессии
тяжелых цепей миозина, специфических для
быстро и медленно сокращающихся волокон. В
некоторых работах было отмечено, что при пер�
вой электростимуляции сократительный ответ у
«дифференцированных» миотуб может отсут�

ствовать; при этом после электростимуляции
уже через несколько часов он появляется или
значительно усиливается [53, 55, 98, 99], причём
наибольший сократительный ответ достигается
при частоте стимуляции 1 Гц [53, 55]. Через нес�
колько часов восстановления после 8�часовой
электростимуляции (1 Гц) происходит увеличе�
ние размеров миотуб и индекса их слияния,
снижается экспрессия миостатина и активиру�
ется комплекс mTORC1 (оба – анаболические
маркеры) [80]. Сходные данные были получены
при длительной стимуляции (∼1 неделя, 1 или
10 Гц) пучка миотуб (искусственной мышцы)
[100, 101]. В совокупности эти данные позволя�
ют рассматривать электростимуляцию как один
из подходов к ускорению созревания клеток, ко�
торый может быть использован на финальных
этапах дифференцировки миоцитов в миотубы
до проведения основного эксперимента (т.е. и в
экспериментальных культурах, и в контроле).

Скорость дифференцировки миобластов за�
висит от множества факторов, таких как состав
среды, условия инкубации, тип используемого
субстрата и т.д. Кроме того, этот показатель
сильно зависит от наличия упорядоченной мик�
роструктуры на субстрате. Для воспроизведения
структуры, характерной для волокон скелетных
мышц, было предложено использовать желати�
новый гидрогель с параллельными бороздками
шириной около 10 мкм [102–105]. Для этого ме�
тодом «мягкой литографии» изготавливается
мастер�форма (рис. 4, а), которую используют
для создания штампов из полидиметилсилокса�
на (ПДМС) [106]. С помощью штампов изготав�
ливают оттиски на 10%�ном желатиновом гид�
рогеле, который затем инкубируют с трансглю�
таминазой для повышения его модуля упругости
до значений, сопоставимых с мышечной тканью
(10–50 кПа) [107, 108]. Дифференцировка мио�
бластов на таком субстрате (рис. 4, в) оказывает
положительное влияние на клеточный цикл,
пролиферацию и выживаемость миобластов,
увеличивает количество формирующихся мио�
туб и их размер. При этом обеспечивается более
плотная и упорядоченная (параллельная) орга�
низация миотуб, что позитивно влияет на их
морфологию, степень созревания саркомерного
аппарата, экспрессию саркомерных белков и их
мРНК [89, 103, 105, 108].

Миобласты, культивируемые на субстратах
без микроструктуры, могут отслаиваться во вре�
мя дифференцировки. Интересно, что исполь�
зование желатинового гидрогеля с микрострук�
турой позволяет снизить этот эффект и поддер�
живать культуру миотуб в течение длительного
периода (до 3 недель) [108]. Эти данные свиде�
тельствуют в пользу того, что использование
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микроструктур может увеличить выживаемость
миотуб в экспериментах с кратковременной и в
особенности с длительной электростимуляцией.
Любопытно отметить, что для увеличения сте�
пени дифференцировки миотуб можно исполь�
зовать не только субстрат с микроструктурой, но
и монослой фибробластов [109].

Сокультивирование с другими клетками. Мы�
шечные клетки секретируют миокины, оказы�
вающие эндокринное действие на различные
ткани. Миотубы могут быть сокультивированы с
клетками других тканей, например, с фибро�
бластами [109], раковыми клетками кишечника
[110, 111], адипоцитами [112–114]. Эти исследо�
вания убедительно продемонстрировали, что та�
кой подход открывает широкие возможности не
только для исследования влияния миокинов, но
также и действия цитокинов, секретируемых
другими клетками, на миотубы. Учитывая выра�
женное распространение ожирения и диабета

II типа, проблема взаиморегуляции метаболиз�
ма мышечных и жировых клеток привлекает
особое внимание. Гипертрофия адипоцитов и
жировой ткани вызывает латентное воспаление
и приводит к усилению секреции провоспали�
тельных адипокинов, негативно влияя на функ�
ционирование различных тканей, в том числе и
скелетных мышц [8, 115, 116]. Поскольку секре�
ция миокинов значительно возрастает после
сократительной активности, то совместное
культивирование адипоцитов с миотубами
представляется перспективной моделью для ис�
следования механизмов межтканевой регуляции
метаболизма.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Электростимуляция миотуб представляется
адекватным методом для моделирования in vitro
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Рис. 4. Пример использования субстрата с микроструктурой для дифференцировки миотуб. а – Микрофотография мас�
тер�формы, используемой для создания штампов из ПДМС: вверху представлен общий вид, внизу показана глубина бо�
роздки; б и в – миотубы человека, дифференцирующиеся на гладком желатиновом субстрате и желатиновом гидрогеле с
микроструктурой соответственно на 0�й, 5�й и 9�й день дифференцировки. При использовании микроструктуры, в отли�
чие от гладкого субстрата, все миотубы располагаются упорядоченно вдоль бороздок (Вепхвадзе, Попов, неопубликован�
ные данные). Масштаб – 60 мкм
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основных процессов, происходящих в скелет�
ной мышце, как при однократном аэробном уп�
ражнении, так и при регулярных аэробных наг�
рузках. Важно отметить, что миотубы, получен�
ные из СК людей с разным уровнем двигатель�
ной активности, разного возраста, а также стра�
дающих ожирением и диабетом II типа, воспро�
изводят наблюдаемые в условиях in vivo разли�
чия в некоторых функциональных и фенотипи�
ческих характеристиках и по�разному отвечают
на электростимуляцию. Данный феномен от�
крывает перспективы для изучения молекуляр�
ных и биохимических процессов, ассоцииро�
ванных с различными нарушениями работы
скелетной мускулатуры, а также эпигенетичес�
ких механизмов, ответственных за сохранение
специфических характеристик в культуре мы�
шечных клеток от разных доноров.

Один из основных текущих недостатков мо�
дели – это неполное соответствие между моле�
кулярными ответами на кратковременную
электростимуляцию миотуб и теми, которые ха�
рактерны для скелетной мышцы после одно�
кратной физической нагрузки. Это может быть
связано с недостаточной степенью дифферен�
цировки миотуб, особенно полученных из пер�
вичных клеток человека. Перспективным под�
ходом для ускорения и стандартизации диффе�
ренцировки может быть использование субстра�
тов с упорядоченной микроструктурой в сочета�
нии с электростимуляцией на финальных этапах
дифференцировки. Ускорение созревания и по�
вышение выживаемости миотуб особенно важ�
но для экспериментов с длительной электрости�
муляцией. Наконец, оптимизация паттернов

электростимуляции миотуб также необходима
для приведения их в соответствие с паттернами
активации мышечных волокон, регистрируемы�
ми in vivo.

Для дальнейшей оптимизации и валидации
модели необходимо сопоставить динамику мо�
лекулярных ответов на сократительную актив�
ность в миотубах и в мышце, в том числе с по�
мощью методов широкого охвата, таких как фос�
фопротеомный, протеомный и транскриптом�
ный анализы. Эффекты длительной электрости�
муляции пока изучены значительно хуже по
сравнению с короткими протоколами; они тре�
буют дополнительной оптимизации. Длинные
протоколы электростимуляции моделируют эф�
фекты регулярных физических нагрузок in vivo,
которые широко применяются для профилакти�
ки метаболических нарушений и поддержания
работоспособности мышц и организма. Нако�
нец, клеточная модель миотуб позволяет решать
задачи, связанные с исследованием механизмов
межтканевой регуляции метаболизма при совмест�
ном культивировании миотуб с клетками других
тканей, в частности с адипоцитами.
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ELECTRICAL STIMULATION OF CULTURED MYOTUBES in vitro
AS A MODEL OF SKELETAL MUSCLE ACTIVITY:

AN UPDATE AND PERSPECTIVES

Review

T. F. Vepkhvadze1, A. V. Vorotnikov2, and D. V. Popov1,3*

1 Federal State Budgetary Institution of Science State Scientific Center of the Russian Federation Institute
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Skeletal muscle tissue comprises more than a third of the human body mass and makes a critical contribution to the
regulation of metabolism in the organism. Chronic inactivity reduces metabolic activity and functional capabilities of
muscles, leads to metabolic disorders, the development of common diseases, and reduces the quality and duration of
life. Cell models based on progenitor cells isolated from human muscle biopsies and differentiated into mature fibers
in vitro can be used to solve a wide range of experimental tasks. The review discusses the features of the dynamics and
regulation of myogenesis, which are important for the creation of an adequate cell model. The main function of skele�
tal muscle is contraction; therefore, electrical stimulation seems to be important both for the successful completion
of myogenesis and for in vitro modeling of the main processes induced in skeletal muscle by acute and regular physi�
cal exercise. The review analyzes current drawbacks and possibilities of optimizing this cellular model, as well as the
prospects for its development for solving fundamental problems related to the physiology and biochemistry of mus�
cle, and understanding the cellular and molecular mechanisms of metabolic diseases.

Keywords: skeletal muscle, physical exercise, satellite cells, myogenesis, electrical stimulation, metabolism, gene
expression
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Связывание динитрозильного комплекса железа (ДНКЖ) с альбумином изучали с помощью методов флуо$
ресценции с временным разрешением (пикосекундная флуоресценция, ПФ) и электронного парамагнит$
ного резонанса. Установлено, что время жизни флуоресценции бычьего сывороточного альбумина (БСА) и
сывороточного альбумина человека (ЧСА) уменьшается при связывании с ДНКЖ и зависит от концентра$
ции ДНКЖ. Кинетика изменения амплитуды ПФ БСА обусловлена наличием в молекуле белка двух остат$
ков триптофана. Вероятно, ДНКЖ образует в домене I альбумина устойчивые комплексы с остатком цисте$
ина (Cys34). Показано, что время жизни флуоресценции Trp, входящего в БСА, уменьшалось при совмест$
ной инкубации с ДНКЖ и глутатионом. In vitro исследовали действие ДНКЖ на связывание спин$меченых
жирных кислот с ЧСА плазмы крови человека. ДНКЖ в плазме крови не конкурирует за места связывания
жирных кислот доменов II и III альбумина. Вероятно, взаимодействие между ДНКЖ и альбумином осущест$
вляется без изменения конформации белка, а за счёт нитрозилирования остатка цистеина в домене I.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: альбумин, динитрозильный комплекс железа, ЭПР, оксид азота, пикосекундная
флуоресцентная спектроскопия.
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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что альбумин регулирует измене$
ния онкотического давления плазмы, а также
транспорт ряда низкомолекулярных молекул
(например, каротиноидов) и жирных кислот [1,
2]. Способность альбумина связывать широкий
спектр лигандов напрямую зависит от конфор$
мации белка, поэтому разработка новых методо$
логий оценки конформации альбумина важна
для клинического применения. Гипертония яв$
ляется заболеванием с высоким фактором рис$
ка. Динитрозильный комплекс железа (ДНКЖ)
относится к группе препаратов, обладающих со$
судорасширяющим, антиагрегационным и ря$
дом других свойств. В состав ДНКЖ входит ок$
сид азота, и в плазме крови комплекс перено$

сится альбумином. Оксид азота и S$нитрозоглу$
татион (GS$NO) обладают гипотензивным
действием на эндотелиальные клетки [3, 4].
ДНКЖ и глутатион (GSH) использовали в каче$
стве основных соединений для синтеза нового
гипотензивного препарата (коммерческое наз$
вание «Oxacom»), не имеющего серьёзных по$
бочных эффектов. Способность S$нитрозотио$
лов (S$НТ) формировать ДНКЖ в реакции с
двухвалентным железом важна для эффективно$
го взаимодействия ДНКЖ и S$нитрозотиолов.
Ионы нитрозония, входящие в состав ДНКЖ,
способны к S$нитрозилированию тиолов. Это
было определено за счёт окисления железа и
высвобождения четырёх ионов нитрозо$
ния (NO+). Связывание NO+ с тиоловыми груп$
пами глутатиона инициирует синтез GS$NO [5,
6]. Альбумин плазмы крови способствует потере
гипотензивного эффекта ДНКЖ, что может
быть нивелировано путём модификации цисте$
ин$тиолового остатка альбумина (рис. 1).

Следовательно, в присутствии NO образова$
ние тиоловых радикалов из GSH или белков мо$
жет способствовать формированию GS$NO

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БСА – бычий сывороточ$
ный альбумин; ДНКЖ – динитрозильный комплекс желе$
за; ПФ – пикосекундная флуоресценция; ЧСА – сыворо$
точный альбумин человека; ЭПР – электронный парамаг$
нитный резонанс; GSH – глутатион; GS$NO – S$нитро$
зоглутатион; S$НТ – S$нитрозотиол.

* Адресат для корреспонденции.
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или S$НТ. Динитрозильные комплексы негемо$
вого железа находятся в динамическом равнове$
сии с S$нитрозотиолами, продуктами взаимо$
действия оксида азота и тиолов, хотя их время
жизни намного короче. Как и динитрозильные
комплексы негемового железа, S$НТ являются
одной из форм поддержания стационарной кон$
центрации NO в клетках. Наиболее стабильны$
ми среди них являются S$нитрозопротеины, так
что ~95% S$НТ плазмы представлено нитрози$
лированным альбумином. Концентрация S$НТ
в плазме на 3–4 порядка выше концентрации
свободного NO; расщепление нитрозопротеи$
нов катализируется ионами металлов с перемен$
ной валентностью, в первую очередь ионами
железа. Gow et al. [7] предположили механизм
образования S$НТ за счёт взаимодействия NO с
тиолом (RSH) с образованием промежуточного
радикала и его окислением кислородом или дру$
гим одноэлектронным акцептором (например,
NAD+). GS$NO способен медленно реагировать
с тиолами с образованием дисульфида, приво$
дящего к S$глутатиолированию [7]. В неклеточ$
ных системах некоторые тиоловые группы бел$
ков скорее могут быть S$тиолированными,
чем S$НТ. Например, значительное S$нитрози$
рование происходит после инкубации БСА
с GS$NO. В аэробной среде условием для полу$
чения GS$NO является окисление NO, а нитро$
зирование осуществляется либо при синтезе
триоксида диазота, либо путём присоедине$
ния NO к образующемуся в ходе реакции ради$

калу глутатиона. Клинический эффект ДНКЖ$
GS опосредован переносом [Fe(NO)2] на тиоло$
вые группы белков миокарда, формирующие
внутриклеточные пулы ДНКЖ [8].

Молекула ДНКЖ имеет плоскую квадрат$
ную структуру с неспаренным электроном, ло$
кализованным на d(z2)$орбитали атома желе$
за d(7) (рис. 1). Результаты жидкостной хрома$
тографии, УФ$ и видимой спектроскопии, а так$
же масс$спектрометрии свидетельствуют о том,
что группа NO присоединена к индольному азо$
ту триптофана. Вероятно, гидрофобные сайты
белков или фосфолипидов мембраны, представ$
ляют собой удобные участки для образования
нитрозированных соединений [9]. Например, в
присутствии липопротеинов низкой плотности
образование GS$NO из GSH и NO, производно$
го Proli/NO, более эффективно [10].

Как правило, исследования изменений кон$
формации альбумина проводятся в модельных
растворах in vitro, а данные in vivo практически
отсутствуют. В сравнении с другими методами
флуоресцентная спектроскопия широко ис$
пользуется как чувствительный метод исследо$
вания изменений конформации белка.
Собственная флуоресценция остатков трипто$
фана в белке является подходящим маркёром
для наблюдения за изменениями в молекуляр$
ной структуре благодаря высокой разрешающей
способности метода и анализу ряда фотофизи$
ческих параметров Trp (время жизни и кванто$
вый выход флуоресценции, положение макси$
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Рис. 1. Молекулярные структуры ДНКЖ (а), человеческого (б) и бычьего (в) сывороточного альбумина. а – ДНКЖ содер$
жит атом железа, две молекулы оксида азота и тиоловый лиганд, глутатион; б – молекула сывороточного альбумина чело$
века; в – молекула бычьего сывороточного альбумина. В альбумине обнаружены два основных сайта связывания жирных
кислот и свободный остаток цистеина [3]. Координаты атомов получены из кристаллической структуры рекомбинантно$
го сывороточного альбумина человека (PDB ID: 1UOR) и бычьего сывороточного альбумина (PDB ID: 3V03, биологичес$
кая сборка 2). Иллюстрация сделана с помощью RasMOL, версия 2.7.5.2. (С цветным вариантом рисунка можно ознако$
миться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)

в

Сайт 1

Сайт 2



АЛЛАХВЕРДИЕВ и др.

мума спектра флуоресценции) по сравнению с
его локальным окружением в молекуле бел$
ка [11]. В тканях, когда флуоресценция Trp не
позволяла выявить изменения в конформации
молекулы белка, используют спектроскопию
электронного парамагнитного резонанса (ЭПР)
плазмы крови человека [12, 13].

В данной работе исследовали молекулярный
механизм действия ДНКЖ, учитывая как его
прямое действие, так и косвенное влияние про$
изводных оксида азота (S$нитрозотиолов) на
молекулу альбумина. Целью данной работы бы$
ло изучение влияния ДНКЖ и S$нитрозоглута$
тиона на сайты связывания ДНКЖ в альбумине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В настоящей работе использовали
бычий сывороточный альбумин (БСА, без жир$
ных кислот, «Sigma$Aldrich», США), сывороточ$
ный альбумин человека (ЧСА, без жирных кис$
лот, «Sigma$Aldrich»), додецилсульфат нат$
рия (SDS, «Sigma$Aldrich») и Tris$(гидроксиме$
тил)$аминометан (Tris, «Диа$М», Россия) без
предварительной очистки. Все растворы готови$
ли на бидистиллированной воде. Буфер Tris$
HCl (0,1 М) использовали для поддержания
pH 7,40 ± 0,05. Все измерения проводили при
комнатной температуре (25 ± 1 °C) без темпера$
турной стабилизации. В качестве донора оксида
азота (источник динитрозильного комплекса
железа) использовали препарат Oxacom® (Рос$
сийский медицинский исследовательский
центр кардиологии, Россия) [6]. Oxacom® раст$
воряли в физиологическом растворе и добавля$
ли к плазме крови человека или раствору альбу$
мина непосредственно перед эксперимен$
том [14].

Выделение плазмы крови. В данном исследо$
вании были использованы образцы крови 16 па$
циентов мужского пола (35–73 года) с систо$
лическим артериальным давлением менее
120 мм рт. ст. и диастолическим артериальным
давлением менее 84 мм рт. ст. В исследовании ни
один из пациентов никогда не проходил антиги$
пертензивную терапию. Забор крови произво$
дили в Российском национальном медицинс$
ком исследовательском центре кардиологии.
Плазму получали из образцов цельной крови
тройным центрифугированием в цитратном бу$
фере [15] при 1500 g в течение 10 мин при 4 °C.
Плазму крови хранили при −80 °C и использова$
ли в течение двух часов после разморозки.

Спектроскопия электронного парамагнитного
резонанса со спиновыми метками. Данный метод
основан на измерении параметров связывания

альбумина со спин$мечеными жирными кисло$
тами. В качестве спиновой метки использовали
коммерческую 16$доксил$стеариновую кисло$
ту («Sigma$Aldrich», Германия). Это соединение
характеризуется высокой константой связыва$
ния альбумина со стеариновой кислотой
(6,9 × 107 моль/литр), что приводит к > 99,9%
связывания спиновой метки с альбумином при
концентрации 0,58; 0,7 и 0,77 мМ. Плазму полу$
чали центрифугированием (3000 g) в течение
10 мин и хранили при −20 °C. Плазму крови ин$
кубировали с Oxacom® (ДНКЖ – 0,1 и 2 мкМ, в
течение 20 и 120 мин) и инкубировали с 16$док$
сил$стеариновой кислотой в концентрации
0,58; 0,7 и 0,77 мМ в течение 10 мин. Образцы
плазмы помещали в стеклянный капилляр (диа$
метр 1 мм) и регистрировали ЭПР$спектры с по$
мощью прибора MMS 01$08 ESR$Analyzer
(ESR$Analyzer/MMS, «Medin Medical Innovation
GmbH», Германия) [15]. Полученные ЭПР$
спектры были разложены на компоненты, соот$
ветствующие связыванию метки с сайтами аль$
бумина высокого и низкого сродства, а также с
мицеллами, и несвязанную метку. Значения па$
раметров C1 и C2 означают процент молекул
метки, связанных с сайтами связывания альбу$
мина I и II соответственно.

УФ@поглощение. Спектры поглощения реги$
стрировали на спектрофотометре USB 2000, ос$
нащённом дейтериево$вольфрамовой галоген$
ной лампой DT$MINI$2$GS («Ocean Optics»,
США), излучающей в диапазоне длин волн
250–500 нм при комнатной температуре.

Стационарная флуоресценция. Спектры флуо$
ресценции растворов БСА (0,14 мг/мл) регист$
рировали в кварцевых 10$мм кюветах при ком$
натной температуре на спектрофлуориметре
Fluorolog$3 («Horiba Jobin Yvon», США). Флуо$
ресценцию аминокислот возбуждали лазером с
длиной волны 280 нм (совместное возбуждение
флуоресценции Tyr и Trp) и регистрировали в
диапазоне длин волн 300–500 нм, ширина поло$
сы обеих щелей составляла 2 нм.

Флуоресценция с временным разрешением
(пикосекундная флуоресценция). Снижение амп$
литуды флуоресценции регистрировали с по$
мощью системы однофотонного счёта
SimpleTau 140 с пикосекундным разрешени$
ем («BeckerHickl», Германия). Измерение сни$
жения флуоресценции плазмы или белка кро$
ви (100 мкл) проводили в термостатированной
кювете (длина оптического пути 2 мм). Возбуж$
дение осуществлялось импульсным светоизлу$
чающим диодом с длиной волны 280 нм
(«Edinburgh Instruments», Великобритания), ге$
нерирующим импульсы длительностью 700 пс
FWHM (полная ширина на уровне величины
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амплитуды) средней мощности 0,8 мкВт с часто$
той 10 МГц. Для получения оптимального сиг$
нала для процедуры его деконволюции сбор
данных производился в течение 30 с для всех из$
мерений. Зависимость снижения амплитуды
флуоресценции Trp регистрировали в канале,
соответствующем длине волны флуоресцен$
ции (~ 355 нм), что близко к максимуму излуче$
ния флуоресценции нативного белка. Предпо$
лагалось, что возможный вклад флуоресцен$
ции Tyr на этой длине волны мал. Минимальное
значение остатков затухания флуоресцен$
ции Trp было достигнуто путём аппроксимации
с использованием суммы двух экспоненциаль$
ных функций затухания.

Кинетику затухания флуоресценции аппрок$
симировали с помощью программы SPC Image.
Параметры τ1, τ2, a1, a2 были рассчитаны с по$
мощью следующего уравнения:

I = a1 · (τ1/τ) + a2 · (τ2/τ),                (1)

где τ1 и τ2 обозначают время жизни флуоресцен$
ции изоформ Trp, а параметры a1 и a2 соответ$
ствуют доле Trp в соответствующей таутомерной
форме [16]. Для анализа спектров Trp использо$
вали среднее время жизни флуоресценции, рас$
считанное следующим образом:

τm = (a1 · τ1 + a2 · τ2)/a1 + a2.           (2)

Расчет радиуса Фёрстера. Фёрстеровский ре$
зонансный перенос энергии (FRET) происходит,
когда расстояние между донором (флуорофо$
ром) и акцептором находится в пределах
10 нм [17, 18]. Этот метод применяется при ис$
следовании собственной флуоресценции белка,
преимущественно Trp (λex ≈ 280 нм, λem ≈ 350 нм).
Известно, что длины волны и интенсивности
флуоресценции триптофана зависят от молеку$
лярного окружения, и это используется для изу$
чения конформационных изменений белка. Ис$
пользуемый нами метод оценки резонансного
переноса энергии Фёрстера за счёт изменений
флуоресценции Trp сывороточного альбумина
свидетельствует о том, что альбумин человека
имеет один триптофан в домене II, тогда как бы$
чий альбумин имеет дополнительный Trp134 в
домене I. Согласно теории диполь$дипольной
передачи энергии Фёрстера, эффективность пе$
редачи энергии можно использовать для оценки
расстояния (R) между ДНКЖ и Trp. R0 – это
критическое расстояние, необходимое для пере$
дачи 50% энергии, которое можно рассчитать
следующим образом:

R0 = 0,2108 × (κ2n–4ΦD J)1/4,             (3)

где κ – фактор ориентации диполя, ΦD – кван$
товый выход донора флуоресценции, n – пока$
затель преломления среды, J – интеграл пере$
крытия спектра флуоресценции донора со
спектром поглощения акцептора. Спектраль$
ный анализ проводился при использовании
программы Photochemcad 2.1.

Статистическая обработка результатов прово$
дилась с использованием программного пакета
Origin, версия 2018 («Origin Lab Corporation»,
США). Все данные характеризовались нормаль$
ным распределением, что было показано с по$
мощью теста Шапиро–Уилка на нормальность,
p < 0,05. Результаты представлены как сред$
нее ± стандартное отклонение. В данных ЭПР$
спектроскопии статистическая значимость раз$
личий для C1 и C2 была рассчитана с использо$
ванием однофакторного дисперсионного анали$
за с повторными измерениями ANOVA, p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В соответствии с целью работы исследовали
возможность связывания ДНКЖ и GS$NO в мо$
лекуле альбумина с помощью двух типов флуо$
ресценции – стационарной и с ПФ. Среди флуо$
рофоров альбумина (триптофан, тирозин и фе$
нилаланин) чаще всего используются фотофи$
зические параметры триптофана, поскольку
осуществляется селективное возбуждение при
длине волны 280 нм, а её квантовый выход мак$
симален [19]. Гипотеза о взаимодействии альбу$
мина и ДНКЖ через Cys34 была проверена пу$
тём сравнения времени жизни флуоресценции
триптофана БСА и ЧСА при инкубации с раз$
личными концентрациями ДНКЖ (рис. 2).

Домен II ЧСА содержит единственный оста$
ток триптофана (Trp212). Вполне вероятно, что
два высокоаффинных сайта связывания ДНКЖ
локализованы рядом с этим а.о.; таким образом,
изменения флуоресценции Trp можно исполь$
зовать как индикатор изменения связывания
ДНКЖ с этими сайтами. В то же время в состав
ЧСА входит 18 а.о. Tyr, в БСА – 20 а.о. Tyr. Таким
образом, распределение Tyr в структуре альбу$
мина более равномерное по сравнению с рас$
пределением Trp. Вероятно, помимо конформа$
ционных изменений, связывание ДНКЖ с бел$
ком может приводить к снижению эффектив$
ности затухания флуоресценции Tyr из$за воз$
можного увеличения расстояния между некото$
рыми остатками тирозина и триптофана [20].

В этих экспериментах сумму двух экспонен$
циальных функций затухания использовали для
аппроксимации кривых затухания флуоресцен$
ции Trp, соответствующих максимуму флуорес$
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ценции альбумина. Наличие двух Trp в БСА с
различным окружением, скорее всего, объясня$
ет биэкспоненциальный характер затухания
флуоресценции Trp. Однако наличие ротамеров
триптофана в водном растворе также вызывает
биэкспоненциальное затухание флуоресценции
свободного Trp. Было установлено, что констан$
та времени жизни флуоресценции БСА снижа$
ется сильнее, чем у ЧСА, и процесс зависит от
концентрации ДНКЖ (рис. 2, б). Вероятно, что
обнаруженные различия в кинетике флуорес$
ценции альбумина обусловлены связыванием
ДНКЖ с доменом I альбумина, расположенным
близко к Trp134, взаимодействующим с Cys34
домена I: расстояние между Trp134 и Cys34 со$
ставляет около 17 Å, что достаточно для передачи
энергии, хотя расстояние между Trp213 и Cys34
>100 Å [17] (рис. 1). Учитывая, что спектр погло$
щения ДНКЖ и спектр флуоресценции Trp аль$
бумина перекрываются в области 290–450 нм,
между этими молекулами возможна миграция
энергии, в том числе эффективный перенос
энергии альбумина Tyr–Trp. На основе интегра$
ла перекрытия спектров флуоресценции донора
и поглощения акцептора (6,07*exp(–15)), фак$
тора ориентации κ (принятого за 2/3), времени
затухания флуоресценции (4,5 нс) и квантового
выхода БСА (ΦD), равного 0,13 [17], был рассчи$
тан радиус Фёрстера, который составил 24,3 Å.
Очевидно, что такой величины радиуса Фёрсте$
ра достаточно для эффективной передачи энер$
гии от триптофана к ДНКЖ. Это косвенно
подтверждает связывание ДНКЖ с этой амино$
кислотой. Для пары Tyr–Trp радиус Фёрстера
составляет ≈ 10–18 Å, что является стандартным
расстоянием между этими а.о. в белках, и здесь
также возможен перенос энергии.

Основываясь на результатах по флуоресцен$
ции Trp, можно сделать вывод, что связывание
ДНКЖ с БСА значительно отличается от связы$
вания с его гомологом ЧСА. Предположитель$
но, это различие объясняется расположением
остатков Trp (Trp212 в ЧСА; Trp134 и Trp213
в БСА) и высокой аффинностью сайтов связы$
вания ДНКЖ (рис. 1). В наших экспериментах
использовался спиртовой раствор ДНКЖ
(2%$ный (v/v) этанол). Известно, что зависи$
мость флуоресценции Tyr от концентрации
спирта сходна для БСА и ЧСА, тогда как флуо$
ресценция Trp существенно отличается. Полу$
ченные результаты выявили корреляцию между
связыванием с альбумином с изменением эф$
фективности внутримолекулярного переноса
энергии от Tyr к Trp, поскольку перенос энергии
возбуждения между остатками в альбумине не
является преобладающим механизмом затуха$
ния флуоресценции Tyr [20, 21].
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Рис. 2. a – Кинетика константы времени жизни флуорес$
ценции (τm) в ЧСА (1) и БСА (2) при действии 1 мкМ
ДНКЖ; б – кинетика константы времени жизни флуорес$
ценции (τm) в БСА при действии 0,5; 0,75; 1 и 2 мкМ
ДНКЖ (1–4 соответственно); в – спектры поглощения
раствора БСА (1) и раствора БСА при действии 2 мкМ
ДНКЖ (2). Данные представлены как среднее ± стандарт$
ное отклонение (n = 6)
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Уменьшение времени жизни флуоресцен$
ции может быть вызвано не только передачей
энергии ДНКЖ или молекулам GS$NO. В зави$
симости от полярности среды максимум спект$
ра флуоресценции Trp изменяется в диапазоне
от 308 нм (в азурине) до 360 нм (в воде). В на$
ших экспериментах снижение интенсивности
флуоресценции не сопровождалось сдвигом
максимума длины волны (рис. 2, в), что, воз$
можно, указывает на отсутствие изменений по$
лярности микроокружения триптофана и, как
следствие, существенных изменений конфор$
мации альбумина. Следовательно, уменьшение
интенсивности флуоресценции зависит от кон$
центрации ДНКЖ и, возможно, от его связыва$
ния с Cys34 домена I альбумина [10]. Согласно
нашим данным, время жизни флуоресценции
триптофана БСА изменилось менее чем на 10%.
ДНКЖ синтезируется в среде, содержащей же$
лезо, тиолы и NO и, предположительно, опос$
редует образование S$НТ [22]. Наличие этих
комплексов в клетках позволяет считать их ста$
бильными метаболитами NO, а также возмож$
ными медиаторами его активности. Для про$
верки гипотезы о том, что ДНКЖ являются
предшественниками S$НТ, было продемон$
стрировано, что нитрозирование БСА происхо$
дит в присутствии железа и глутатиона, основ$
ных компонентов ДНКЖ. Установлено, что ин$
кубация БСА с ДНКЖ и глутатионом в течение
25 мин снижала скорость замедления времени
жизни флуоресценции Trp (рис. 3), а интенсив$
ность флуоресценции Trp БСА практически не
изменилась.

Возможно и другое объяснение эффекта,
представленного на рис. 3: переход из связан$
ных с белком ДНКЖ в ДНКЖ с глутатионом
инициирован избытком глутатиона (5 мМ) по
сравнению с содержанием тиола (Cys34) в раст$
воре белка (2 мкМ). Это делает передачу энер$
гии от Trp134 к низкомолекулярному ДНКЖ$
GSH в растворе незначительной.

Установлено, что даже в присутствии
10$кратного избытка глутатиона, не связанного
с ДНКЖ при нейтральном pH, ДНКЖ вместе с
глутатионом преимущественно представлены
диамагнитной биядерной формой [22]. Прямые
окислительно$восстановительные реакции NO
с GSH протекают медленно [9, 12] и, вероятно,
не вносят существенный вклад в биологическое
потребление NO. Однако константы скорости
обратимой ассоциации NO с GSH, приводящей
к образованию тионитроксида, неизвестны [23].
Учитывая отсутствие взаимодействия между
глутатионом и альбумином [24], мы предполага$
ем наличие конкуренции между БСА и глутати$
оном за связывание с ДНКЖ, что уменьшает ко$

личество ДНКЖ, способных образовывать ста$
бильные комплексы с альбумином.

Использование спиновых меток в сочетании
с ЭПР$спектроскопией является эффективным
методом для изучения структурных изменений
альбумина. Изменения подвижности и доступ$
ности спиновых меток и расстояний между спи$
новыми метками позволяют исследовать изме$
нения вторичной и третичной структуры бел$
ков. В наших экспериментах в качестве спино$
вого зонда использовали коммерческую 16$док$
сил$стеариновую кислоту, так как альбумин
проявляет чрезвычайно высокое сродство к сте$
ариновой кислоте (6,9 × 107 моль/литр), что
обеспечивает >99,9% связывания спиновой мет$
ки с альбумином в концентрациях 0,58; 0,7 и
0,77 мМ [15]. Как было указано ранее, альбумин
содержит специфические сайты связывания для
определенных жирных кислот (рис. 1), проявля$
ющих высокое сродство к многочисленным ле$
карствам. Вероятно, ДНКЖ также может связы$
ваться с этими сайтами [6]. Чтобы проверить ги$
потезу о наличии конкуренции в связывании
между ДНКЖ и жирной кислоты с конкретным
сайтом альбумина, мы использовали спиновый
зонд, способный образовывать комплекс с сай$
тами альбумина 1 и 2. В этих экспериментах бы$
ло обнаружено, что сродство к жирным кисло$
там в сайте 1 было выше по сравнению с сай$
том 2, но присутствие ДНКЖ (1 и 2 мкМ) в тече$
ние 20 или 120 мин инкубации на связывание
метки не влияло (таблица).

Факт, что связывание меток жирных кислот
не зависит от концентрации ДНКЖ, указывает
на то, что метка не может соединяться с сайтом
связывания ДНКЖ. Согласно полученным дан$
ным, присутствие ДНКЖ в плазме крови изме$
няет конформацию доменов альбумина II и III
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Рис. 3. Время жизни флуоресценции триптофана БСА при
инкубации с 1 мкМ ДНКЖ (1), а также 1 мкМ ДНКЖ и
5 мМ глутатиона (2)
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не за счёт связывания с участками связывания
жирных кислот на поверхности этих доменов.
Количество спиновых меток в 1$м и 2$м гидро$
фобных карманах альбумина не зависело от
присутствия ДНКЖ. Эти данные свидетельству$
ют в пользу того, что ДНКЖ имеет низкое срод$
ство к сайтам связывания 1 и 2 в доменах II и III
альбумина.

Различные стадии взаимодействия между
сайтами связывания ДНКЖ и доменами альбу$
мина демонстрируют разнообразие кооператив$
ности, энергии связывания и, как следствие, ме$
ханизмов и типов сайтов связывания, а также
влияния на вторичную и третичную структуру
альбумина. Чтобы объяснить эти различия,
Gelamo и Tabak [25] показали, что сайты связы$
вания первичных гасителей флуоресценции
(сурфактантов) локализованы рядом с Trp134 в
домене I БСА, но не были обнаружены вблизи
остатка триптофана (Trp212 в ЧСА и Trp213
в БСА) домена II альбумина. Для тушения флуо$
ресценции БСА необходим прямой контакт мо$
лекулы сурфактанта с индолом Trp134. Для ана$
лиза механизмов связывания ДНКЖ с альбуми$
ном часто используются данные по связыванию
миристиновой кислоты с альбумином. Считает$
ся, что с помощью флуоресценция Trp при свя$
зывании миристиловой кислоты можно обнару$
жить изменения не вторичной, а третичной
структуры альбумина [21]. Мы предполагаем,
что наиболее вероятным механизмом взаимо$
действия ДНКЖ с альбумином является образо$
вание комплексов за счёт нитрозирования ос$
татка цистеина домена I альбумина. Однако это
не меняет конформацию альбумина. Вероятно,
это можно объяснить тем, что, как и при
действии этанола, наблюдаемые изменения
конформации ЧСА в присутствии низких кон$
центрациях этанола (2%) могут быть вызваны
как изменениями в сети водородных связей в
первой гидратной сфере молекулы белка, так и
связыванием молекул этанола. Действительно,
молекулы этанола способны вытеснять воду в
первой гидратной сфере и образовывать водо$

родные связи с боковыми цепями аминокис$
лот [25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Связывание ДНКЖ с альбумином изучали с
помощью флуоресцентной спектроскопии с
временным разрешением (ПФ) и электронного
парамагнитного резонанса. Было выявлено, что
время жизни флуоресценции БСА уменьшается
больше, чем у ЧСА, и зависит от концентра$
ции ДНКЖ. Биэкспоненциальный характер за$
тухания флуоресценции триптофана БСА объяс$
няется наличием в молекуле белка двух остатков
этой аминокислоты. Вероятно, ДНКЖ образует
комплексы за счёт нитрозирования цистеиново$
го остатка домена I альбумина. В поддержку ги$
потезы о том, что ДНКЖ являются предшест$
венниками S$НТ, было показано, что нитрози$
рование БСА происходит в присутствии железа
и глутатиона, находящихся в ядре ДНКЖ. Влия$
ние ДНКЖ на связывание конкретных спин$ме$
ченых жирных кислот с альбумином в плазме
крови человека изучали in vitro. Результаты этого
эксперимента свидетельствуют о том, что нали$
чие ДНКЖ в плазме крови влияет на конформа$
цию белка не за счёт связывания с участками
связывания жирных кислот.
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Динамика связывания спин$меченых жирных кислот с сайтами альбумина

ЧСА в плазме в отсутствие ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 1 мкМ ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 1 мкМ ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 2 мкМ ДНКЖ, %

ЧСА в плазме с 2 мкМ ДНКЖ, %

Динамика связывания спин$меченых жирных кислот с сайтами альбумина плазмы крови в присутствии ДНКЖ

Альбумин, сайт 2

34,4 ± 1,1

36,0 ± 0,8

36,5 ± 0,7

35,1 ± 1,4

36,3 ± 1,1

Альбумин, сайт 1

60,1 ± 0,8

60,6 ± 0,5

60,3 ± 0,6

60,4 ± 0,9

60,0 ± 0,9

Время,
мин

0

20

120

20

120



ЭФФЕКТ ДИНИТРОЗИЛЬНОГО КОМПЛЕКСА ЖЕЛЕЗА

Соблюдение этических норм. Все процедуры,
выполняемые в исследованиях с участием лю$
дей, соответствовали этическим стандартам
институционального и/или национального ис$
следовательского комитета, а также Хельсин$

кской декларации 1964 года и более поздним
поправкам к ней, или сопоставимым этическим
стандартам. Перед забором крови от всех паци$
ентов или их законных представителей было по$
лучено письменное информированное согласие.
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EFFECT OF DINITROSYL IRON COMPLEX
ON ALBUMIN CONFORMATION

E. S. Allakhverdiev1,2*, G. V. Maksimov1,3*, O. V. Rodnenkov2, O. G. Luneva1,
G. V. Tsoraev1, A. D. Ivanov3, A. I. Yusipovich1, and T. V. Martynyuk2

1 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia;
E>mail: elvin21128@gmail.com; gmaksimov@mail.ru

2 National Medical Research Center of Cardiology Ministry of Health of the Russian Federation, 121552 Moscow, Russia
3 Federal State Autonomous Educational Institution of Higher Education

“National Research Technological University ‘MISIS’”, 119049 Moscow, Russia

Binding of dinitrosyl iron complex (DNIC) to albumin was studied using time$resolved fluorescence and electron spin
resonance spectroscopy. It was found that the fluorescence lifetime of bovine serum albumin (BSA) and human serum
albumin decreases with binding and depends on DNIC concentration. The observed biexponential pattern of the BSA
tryptophan fluorescence decay is explained by the presence of two tryptophan residues in the protein molecule. We
believe that DNIC forms stable complexes with the cysteine (Cys34) residue in the domain I of albumin. It was shown
that the lifetime of albumin tryptophan fluorescence decreased during co$incubation of BSA with DNICs and glu$
tathione. Effects of DNIC on the binding of specific spin$labeled fatty acids with albumin in human blood plasma
were studied in vitro. The presence of DNIC in blood plasma does not change conformation of albumin domains II
and III. We suggest that the most possible interaction between DNICs and albumin is the formation of a complex; and
nitrosylation of the cysteine residue in the albumin domain I occurs without the changes in albumin conformation.

Keywords: albumin, dinitrosyl iron complex, electron spin resonance, nitrogen oxide, time$resolved fluorescence



749

БИОХИМИЯ,  2021,  том  86,  вып.  5,  с.  749  –  752

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ

Ежемеcячный междунаpодный жуpнал
«Биоxимия»/Biochemistry (Moscow), учредителем
которого является Pоccийcкая академии наук,
издается и pаcпpоcтpаняетcя одновpеменно на
pуccком и английском языках.

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

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

Pаздел «Кpаткие cообщения» публикует
коpоткие экспериментальные cтатьи заявочно�
го, пpиоpитетного xаpактеpа, тpебующие
cкоpейшей публикации. В cопpоводительном
пиcьме в pедакцию автоpам cледует моти�
виpовать необxодимоcть уcкоpенного пpоxож�
дения матеpиала. Срок публикации таких сооб�
щений 3–4 месяца.

Жуpнал печатает заказанные pедколлегией
(или пpедлагаемые автоpами и одобpенные pед�
коллегией) обзоpы по наиболее актуальным
пpоблемам биоxимии и cмежныx наук. К обзор�
ным статьям предъявляются следующие требо�
вания: 1) у авторов должны быть свои работы по
теме обзора; 2) список цитированной литерату�
ры должен включать работы, опубликованные
по данной теме в течение последние 5 лет; 3) об�
зор не должен быть пересказом или цитирова�

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

При использовании нестандартных сокра�
щений должен быть добавлен раздел Принятые
сокращения.

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

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

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

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

Pаздел «Обcуждение pезультатов» должен
cодеpжать интеpпpетацию pезультатов (но не иx
повтоpение) и сравнение с ранее опубликованны�
ми результатами. Желательно оcновные pезульта�
ты иллюcтpиpовать пpоcтой и наглядной cxемой.

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

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

1) Если работа выполнена при поддержке ка�
кой�либо организации, в разделе «Финансиро�
вание» следует указать, каким фондом и грантом
поддержано данное исследование и каждая часть
работы в отдельности, если источники финанси�
рования разные. Следует приводить полные наз�
вания институтов и организаций�спонсоров.

2) В разделе «Благодарности» по желанию
авторов сообщается информация о любой помо�
щи в проведении работы и подготовке статьи: о
полезных обсуждениях и дискуссиях, благодар�
ности коллегам; о предоставлении материалов,
научных данных, компьютерного оборудования,
приборов; о проведении исследований в цент�
рах коллективного пользования; о помощи в
технической подготовке текста. Приветствуется
описание роли каждого из авторов публикации.

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

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

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

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

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

Cпиcок цитиpуемой литеpатуpы должен быть
макcимально кpатким (не более 100 ссылок), но
cодеpжащим ccылки на вcе пpинципиально
важные поcледние публикации по данному
вопpоcу.

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

1. Beltrami, C., Besnier, M., Shantikumar, S., Shearn, A. I. U.,
Rajakaruna, C., Laftah, A., Sessa, F., Spinetti, G.,
Petretto, E., Angelini, G. D., and Emanueli, C. (2017)
Human pericardial fluid contains exosomes enriched with
cardiovascular�expressed microRNAs and promotes thera�
peutic angiogenesis, Mol. Ther., 25, 679�693, doi: 10.1016/
j.ymthe.2016.12.022.

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

3. Анисимов В. Н. (2008) Молекулярные и физиологические
механизмы старения, Наука, СПб.

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

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

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

7. Гандельман О. А. (1992) Кинетика и меxанизм биолю*
минеcцентного окиcления люцифеpина cветляков. Диc.
канд. xим. наук, МГУ, Моcква.

8. Rosenkranz, A. A., Slastnikova, T. A., Durymanov, M. O.,
and Sobolev, A. S. (2013) Malignant melanoma and
melanocortin 1 receptor, Biochemistry (Moscow), 11, 1228�
1237, doi: 10.1134/S0006297913110035.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

– независимо от типа графики, рисунок дол�
жен обладать высоким реальным разрешением: не
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ниже 300 dpi для полутоновых иллюстраций; не
ниже 600 dpi для штриховых и смешанных (по�
лутоновых/штриховых) иллюстраций. Пиксе�
лизация изображений в форматах растровой
графики не должна быть грубой. Линии рисун�
ков должны быть толщиной не менее 3 пунктов
(point). Следует избегать чрезмерно мелких
обозначений (букв, цифр, значков и т.д.). Пик�
селизированные (растровые) рисунки не следует
вставлять в документ Word или переводить в
формат PDF, так как это ухудшает их качество;

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

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

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

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

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

Дополнительные материалы к статьям. Для бо�
лее полного описания исследования к статье мо�
гут прилагаться дополнительные материалы (ау�
дио� и видеофайлы, презентации, дополнитель�
ные таблицы, рисунки и пр.) при условии, что
автор является правообладателем прилагаемых
материалов. Дополнительные материалы публи�
куются только в электронной версии журнала на
сайте: http://link.springer.com, а также на сайте
журнала: http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya/.
При наличии дополнительных материалов в
тексте необходимо разместить ссылку на Прило�
жение к статье.

Вcе физичеcкие величины pекомендуетcя
пpиводить в междунаpодной cиcтеме CИ.

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

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

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

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

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

В случае необходимости рукопись направля�
ется авторам на доработку по замечаниям рецен�
зентов и редакторов, после чего она повторно
рецензируется, и редколлегия вновь решает воп�
рос о приемлемости рукописи для публикации.

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

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

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

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

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

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

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

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  5  2021

752


	bcm_617_618_Oglav
	bcm_619_628_Drag
	bcm_629_642_Erokhina_Color_online
	bcm_643_666_Boksha
	bcm_667_671_Grebenchikov_Color_online
	bcm_672_688_Semina_Color_online
	bcm_689_710_Belousov
	bcm_711_723_Tuncer_Color_online
	bcm_724_739_Vepkhvadze
	bcm_740_748_Allakhverdiev_Color_online
	bcm_749_752_Pravila

