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Влияние экзогенного цитохрома c (цит с) на кинетику фотоэлектрических ответов (ΔΨ) в двух типах ядер�
ных комплексов фотосистемы 2 (ФС2) (нативные, ФС2 с активным комплексом окисления воды, и Mn�ли�
шенные), реконструированных в липосомы, было исследовано прямым электрометрическим методом.
Комплексы ФС2 были локализованы в мембранах протеолипосом донорной стороной наружу. В присут�
ствии окисленного цит c (цит c3+), локализованного во внутреннем пространстве протеолипосом, содержа�
щих нативные комплексы ФС2, исследовалась кинетика образования ΔΨ в ответ на лазерную вспышку све�
та. Помимо быстрого основного (< 0,3 мкс) электрогенного компонента, обусловленного переносом элект�
рона от редокс�активного тирозина YZ к первичному хинонному акцептору QA, появлялась дополнительная
электрогенная компонента. Эта компонента с характеристическим временем τ ≈ 40 мкс и относительной
амплитудой ~ 10% от суммарной ΔΨ была приписана векторному переносу электрона от QA

− к цит c3+, выс�
тупающему в качестве экзогенного акцептора электрона. При добавлении восстановленного цит с (цит с2+)
к суспензии протеолипосом, содержащих Mn�лишенные ядерные комплексы ФС2, в кинетике образования
ΔΨ также появлялась дополнительная электрогенная компонента с τ ≈ 70 мкс и относительной амплиту�
дой ~ 20% от суммарной ΔΨ. Данная компонента была приписана электрогенному переносу электрона от
цит с2+ на фотоокисленный тирозин YZ. Полученные данные свидетельствуют о том, что цит c3+ может слу�
жить весьма эффективным экзогенным акцептором электрона для QA

− в случае нативного ФС2, а
цит c2+ – эффективным искусственным донором электронов для YZ в ФС2, лишенной Mn�кластера. Полу�
ченные данные о роли цит c2+ и цит c3+ в качестве донора и акцептора электронов для ФС2 соответственно
могут быть использованы при создании гибридных фотоэлектрохимических систем преобразования сол�
нечной энергии на основе фотосинтетических пигмент�белковых комплексов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фотосистема 2, протеолипосомы, фотоэлектрический ответ, перенос электрона, ци�
тохром с.

DOI: 10.31857/S0320972521110014

ГЕНЕРАЦИЯ ФОТОЭЛЕКТРИЧЕСКИХ ОТВЕТОВ
ЯДЕРНЫМИ КОМПЛЕКСАМИ ФОТОСИСТЕМЫ 2
В ПРИСУТСТВИИ ЭКЗОГЕННОГО ЦИТОХРОМА с
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ВВЕДЕНИЕ

Фотосистема 2 (ФС2) представляет собой
димерный пигмент�белковый комплекс, распо�
ложенный в тилакоидных мембранах цианобак�
терий и хлоропластов, который функционирует
как H2O�пластохинон оксидоредуктаза [1–4]. У
цианобактерий и растений каждый из мономе�
ров ФС2 содержит 20 и 27 индивидуальных бел�
ковых субъединиц соответственно [5–8]. Две

основные интегральные субъединицы, D1 и D2,
которые являются наиболее консервативными
среди всех кислород�выделяющих фотосинтези�
рующих организмов, с пятью трансмембранны�
ми спиралями каждая, образуют реакционный
центр (РЦ) комплекса ФС2, несущий большин�
ство редокс�кофакторов. Этими кофакторами
являются: первичный донор электронов – P680,
специальная пара молекул хлорофилла (Хл) a –
PD1 и PD2, два дополнительных Хл – ChlD1 и
ChlD2, два феофитина, два пластохинона, неге�
мовое железо, а также две молекулы тирозина.
Комплекс окисления воды (КОВ), состоящий
из неорганического кластера Mn4CaO5 и окру�
жающей белковой матрицы [5–10], расположен
на люменальной стороне тилакоидной мембра�
ны. Гидрофильные внешние субъединицы, так�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : КОВ – комплекс окисле�
ния воды; РЦ – реакционный центр; ФС2 – фотосисте�
ма 2; Хл – хлорофилл; цит с – цитохром с; ЭДТА – этилен�
диаминтетраацетат; HEPES – 4�(2�гидроксиэтил)�1�пипе�
разин�этансульфоновая кислота; ΔΨ – трансмембранная
разность электрических потенциалов.

* Адресат для корреспонденции.
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же расположенные на донорной стороне РЦ,
взаимодействуют с белками D1/D2 и стабилизи�
руют кластер Mn4CaO5.

В ядерном комплексе ФС2 вспышка света,
поглощаемого непосредственно пигментами РЦ
или светособирающей антенной (субъединицы
43 и 47 кДа), вызывает разделение зарядов между
Р680 и первичным хинонным акцептором (QA).
Фотоокисленный Р680 восстанавливается ре�
докс�активным тирозином YZ (Tyr161 субъеди�
ницы PsbA), а нейтральный радикал YZ, в свою
очередь, окисляет марганцевый кластер. Далее
происходит восстановление терминального хи�
нонного акцептора QB в результате переноса
электрона от QA

−. Последующие световые
вспышки приводят к дальнейшему окислению
марганцевого (Mn) кластера КОВ. В процессе
переноса четырех электронов от двух молекул
H2O на фотоокисленный P +

680 редокс�состояние
(S) КОВ последовательно претерпевает перехо�
ды от S0 до S4, где цифры 0–4 отражают величи�
ну положительного заряда, накапливающегося в
КОВ. Таким образом, в комплексе ФС2 проис�
ходит сопряжение реакции одноэлектронного
переноса между YZ и QA с двухэлектрон�
ным/двухпротонным восстановлением QB и че�
тырехэлектронным/четырехпротонным процес�
сом окисления воды [1, 11–18].

Взаимодействие экзогенных окислительно�
восстановительных медиаторов с фотосинтети�
ческими пигмент�белковыми комплексами и
электродами, которые в конечном счете аккуму�
лируют восстановительные эквиваленты, обра�
зующиеся при освещении, особенно широко
изучается в последние два десятилетия [19–22].
Одним из актуальных подходов, позволяющих
осуществить эффективный перенос электронов
от ФС2 на электрод, является использование эк�
зогенных редокс�медиаторов, которые перено�
сят электроны от восстановленных хинонов,
главным образом с сайта QB, на поверхность
электрода [23–26]. Существуют также данные о
том, что экзогенные акцепторы электронов мо�
гут восстанавливаться непосредственно от пер�
вичного хинонного акцептора QA, минуя вто�
ричный хинон QB [26]. Было показано, что экзо�
генными акцепторами электрона от восстанов�
ленного QA могут служить феррицианид, синте�
тические координационные комплексы кобаль�
та, цит c [26].

Larom et al. [27] в экспериментах с тилакои�
дами из цианобактерий Synechocystis sp.
PCC 6803 продемонстрировали, что мутация од�
ной аминокислоты (Lys238 субъединицы PsbA) в
непосредственной близости от QA в ФС2 созда�
ет новый путь переноса электронов, в котором
заряды передаются от хинона QA к добавляемо�

му извне окисленному цит с (цит c3+). Кроме то�
го, на хлоропластах ранее было показано, что
фотовосстановление цит c3+ может осущест�
вляться либо непосредственно в результате пе�
реноса электрона от кофакторов ФС2, либо че�
рез супероксидные анион�радикалы (O2

−•), обра�
зующиеся в результате одноэлектронного вос�
становления O2 [28, 29].

На мембранных фрагментах ФС2 из расте�
ний Хоробрых с соавт. обнаружили, что при
инактивации КОВ фотовосстановление цит c3+

в стационарных условиях, связанное с его пря�
мым окислительно�восстановительным взаимо�
действием с акцепторной стороной ФС2, сни�
жалось, в то время как фотовосстановление
цит c3+ через O2

−• – активировалось [30]. Авторы
продемонстрировали, что фотоокисление
цит c2+ в мембранных фрагментах ФС2, лишен�
ных КОВ, происходит на донорной стороне РЦ.
Была также изучена роль цит c как медиатора
переноса электрона между цианобактериальны�
ми комплексами ФС2 и фотосистемой 1 (ФС1) в
фотоэлектродной системе ФС2/цит c/ФС1 [31].
Было продемонстрировано, что в такой системе
восстановленный цит c, образующийся в ре�
зультате фотоокисления ФС2, служит экзоген�
ным донором электронов для фотоокисленного
первичного донора ФС1 P +

700.
Ранее с помощью прямого электрометричес�

кого метода в ядерных комплексах ФС2 из шпи�
ната, лишенных Mn�кластера, было продемон�
стрировано электрогенное восстановление фо�
тоокисленного тирозина YZ в результате перено�
са электрона от экзогенных окислительно�вос�
становительных медиаторов N,N,N′,N′�тетраме�
тил�п�фенилендиамина (ТМФД), 2,6�дихлор�
фенолиндофенола (ДХФИФ) [32], экзогенного
Mn [33] и синтетических Mn�кластеров [34, 35].

Тем не менее до настоящего времени не бы�
ло исследовано влияние экзогенного цит с2+ на
кинетику генерации трансмембранной разности
электрических потенциалов (ΔΨ) в комплексах
ФС2, лишенных марганцевого кластера. Кроме
того, в настоящей работе мы также исследовали
перенос электрона между акцепторной сторо�
ной РЦ и окисленным цит с в препаратах ФС2 с
активным КОВ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Ядерные комплексы ФС2 с активным КОВ
из шпината получали по методу, описанному в
работе [36], путем обработки мембранных фраг�
ментов додецил�β�D�мальтозидом (ДМ) (при
соотношение детергент : Хл = 10 : 1) с последу�
ющим центрифугированием в градиенте плот�
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ности сахарозы (20–40%) с использованием ро�
тора Beckman Vti50 («Beckman Coulter», США)
при 210 000 g в течение 7 ч. Концентрированные
образцы ФС2 ресуспендировали в 0,03 М буфе�
ре HEPES�NaOH (pH 7,5), содержащем 0,35 М
сахарозу, 0,015 М NaCl, 0,005 М CaCl2, 0,03%
(m/v) ДМ (буфер А). Скорость выделения кисло�
рода в нативных комплексах ФС2 при постоян�
ном освещении (1000 μM фотонов м−2 × с−1) в
присутствии 0,1 мМ 2,6�дихлоро�п�бензохинона
и 1 мМ феррицианида калия составляла
~ 1500 мкмоль О2/мг Хл × ч–1.

Для удаления марганца и периферических
белков ядерные комплексы ФС2 были инкуби�
рованы в присутствии 0,85 М буфера Tris�HCl
(pH 8,3), содержащего 2 мМ ЭДТА, при слабом
освещении в течение 30 мин при 23 °C. Затем
суспензию ФС2 трижды промывали 0,03 М бу�
фером HEPES (pH 7,5), содержащим 0,03%
(m/v) ДМ [32].

Для реконструкции ядерных комплексов
ФС2 в липосомы один миллилитр 0,05 М буфе�
ра HEPES�NaOH (pH 7,5), содержащего
0,1 М KCl, 1,4% октилглюкопиранозида и 20 мг
фосфатидилхолина из сои (тип IV�S; «Sigma�
Aldrich», США), озвучивали ультразвуком до
прозрачности. Образцы ФС2 смешивали с ли�
пидной суспензией при соотношении ли�
пид : белок = 50 : 1 по массе (0,4 мг Хл) и инку�
бировали при 4 °C в течение 30 мин. Удаление
детергента осуществляли элюированием сус�
пензии через колонку Sephadex G�50 с исполь�
зованием 0,03 М буфера HEPES�NaOH (pH 7,5),
содержащего 0,005 М CaCl2 и 0,015 мМ NaCl. В
конце процедуры везикулы осаждали при
140 000 g при 4 °C в течение 1 ч на ультрацентри�
фуге Beckman L�90K и ресуспендировали в бу�
фере A без детергента.

Протеолипосомы с окисленным цит c, нахо�
дящимся во внутреннем объеме липосом, полу�
чали путем добавления цит с3+ к среде озвучива�
ния суспензии липидов ультразвуком. В работе
использовали цит с из сердца лошади производ�
ства «Sigma�Aldrich».

Дифференциальный спектр (дитионит ми�
нус феррицианид) использовали для определе�
ния доли трехвалентного (3+) или двухвалентно�
го (2+) состояния цит c в 0,03 М буфере
HEPES�NaOH (pH 7,5). Концентрацию цит c2+

рассчитывали по значению оптической плот�
ности в присутствии дитионита натрия с ис�
пользованием коэффициента экстинкции, рав�
ного 27,6 см−1 × мМ−1 [37], при 550 нм. Отделе�
ние цит c от восстановителя проводили элюиро�
ванием суспензии через колонку с сефадексом
G�50 (2,5 × 10 см). Также было проведено восста�
новление окисленного цит c аскорбатом натрия.

Регистрацию образования трансмембранной
разности электрических потенциалов проводи�
ли прямым электрометрическим методом с ис�
пользованием защищенных от света электродов
Ag/AgCl в тефлоновой ячейке, состоящей из
двух отсеков, разделенных пропитанной фосфо�
липидом коллодиевой пленкой, как описано в
работе [38]. Суспензию протеолипосом добавля�
ли в один из отсеков и через 1–1,5 ч перемеши�
вания удаляли избыток образцов, не связавший�
ся с коллодиевой пленкой. После этого раствор
в обоих отсеках был заменен буфером A без ДМ.
Электроды Ag/AgCl подключали через операци�
онный усилитель Burr Brown 3554BM («Burr�
Brown», США) к регистратору переходных про�
цессов CS8012, а затем к персональному компь�
ютеру. В качестве источника ненасыщающих
вспышек света (длина волны 532 нм; полушири�
на импульса 15 нс; энергия импульса 50 мДж)
использовали лазер Quantel Nd («Les Ulis»,
Франция). Все измерения проводили при 23 °C.

Разложения кинетических кривых на инди�
видуальные экспоненты осуществляли с ис�
пользованием программных пакетов Pluk [39] и
Origin («OriginLab Corporation», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 1 показаны типичные индуцирован�
ные лазерной вспышкой электрические ответы
в протеолипосомах, содержащих кислород�вы�
деляющие ядерные комплексы ФС2, ассоции�
рованные с коллодиевой пленкой в отсутствие
цит с (см. обзоры [40, 41]). Видно, что под
действием вспышки света наблюдается образо�
вание ΔΨ со знаком минус внутри протеолипо�
сом. Увеличение амплитуды ΔΨ на ∼10% при до�
бавлении непроникающего через мембраны
протеолипосом дитионита натрия указывает на
то, что около 90% комплексов ФС2 ориентиро�
ваны донорной стороной во внешнюю водную
фазу [32, 40]. Наблюдаемая в кинетике фотоэлек�
трического ответа неразрешимая во времени
фаза ΔΨ обусловлена разделением зарядов меж�
ду P680 и QA (200–250 пс) и ревосстановлением
P +

680 путем переноса электрона от тирозина YZ,
происходящего за 30–200 нс [11, 12]. Временнóе
разрешение использовавшейся установки сос�
тавляет ~ 200 нс [38].

Кинетика спада ΔΨ достаточно хорошо ап�
проксимируется двумя кинетическими компо�
нентами с τ1 ≈ 0,6 с (~ 35%) и τ2 ≈ 5,6 с (~ 65%),
показано на рис. 1, а. Медленная компонента
обусловлена рекомбинацией электронов между
КОВ в состояний S2 и QA

− в ответ на первую
вспышку света [24, 41], в то время как более
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быстрая составляющая, вероятно, связана с ре�
комбинацией зарядов между QA

− и YZ
• [41]. Полу�

ченный результат свидетельствует в пользу того,
что в протеолипосомах большинство комплек�
сов ФС2 способны восстанавливать YZ

• в резуль�
тате переноса электронов от КОВ. Следует от�
метить, что использованные нами образцы
ядерных комплексов ФС2 не содержат терми�
нального хинонного акцептора QB [36].

Тот факт, что донорная сторона ядерного
комплекса ФС2 локализована снаружи протео�
липосомальной мембраны, делает эту систему
удобной для изучения ее взаимодействия с раст�
воримым восстановленным цит c2+ как донором
электрона. В то же время для исследования ак�
цепторных свойств цит c его окисленная форма,
цит c3+, должна быть локализована внутри про�
теолипосом, содержащих ядерные комплексы
ФС2.

Фотоэлектрические ответы в адаптирован�
ных к темноте кислород�выделяющих комплек�
сах ФС2, встроенных в липосомальную мембра�
ну в отсутствие (кривая 1) и в присутствии (кри�
вая 2) цит c3+, показаны на рис. 1, б. Как уже бы�
ло отмечено выше, в ответ на лазерную вспыш�
ку света быстрая фаза генерации электрическо�
го ответа (τ ~ 0,2 мкс) обусловлена переносом
электрона от тирозина YZ к первичному хинону
QA [42, 43]. В присутствии 30 мкМ цит c3+ внут�
ри протеолипосом (кривая 2) индуцированная
лазерной вспышкой быстрая кинетически не�
разрешимая во времени компонента генерации

ΔΨ сопровождалась появлением дополнитель�
ной электрогенной фазы в субмиллисекундном
временнóм диапазоне. Анализ разности между
фотоэлектрическими ответами в отсутствие и в
присутствии цит c3+, продемонстрированной на
вставке к рис. 1, б, выявил кинетическую ком�
поненту со временем жизни τ ~ 40 мкс и относи�
тельным вкладом ~ 10% в общую амплитуду ΔΨ.
Дальнейшее увеличение концентрации цит c3+

внутри протеолипосом (до 50 мкМ) не влияло на
кинетику и амплитуду дополнительной фазы ге�
нерации ΔΨ, в то время как при уменьшении
концентрации цит c3+ до 20 мкМ кинетика до�
полнительной фазы была несколько медленнее
(~ 65 мкс) (данные не приведены). Как упоми�
налось выше, фотовосстановление цит c3+ мо�
жет происходить (i) либо через прямой перенос
электрона от восстановленного хинонного ак�
цептора, (ii) либо косвенно через супероксид
анион�радикал [27–30, 44]. Добавление супер�
оксиддисмутазы (СОД) (50 Ед/мл), а также
включение восстановленного цит c2+ внутрь
протеолипосом не влияло на генерацию ΔΨ
(данные не приведены). Полученные результаты
демонстрируют, что дополнительная фаза гене�
рации ΔΨ, наблюдаемая в присутствии окислен�
ного цит c, обусловлена электрогенным восста�
новлением цит c3+ в результате переноса элект�
рона от QA

−.
В следующей части работы мы исследовали

возможную роль влияния цит c2+ как экзогенно�
го донора электронов на генерацию ΔΨ в протео�
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Рис. 1. Влияние экзогенного растворимого цит c3+ на генерацию ΔΨ, индуцированную единичной лазерной вспышкой
света в протеолипосомах, содержащих ядерные комплексы ФС2 с активным КОВ. Цит c3+ в качестве внешнего акцепто�
ра электронов был локализован внутри протеолипосом. а – Кинетика спада ΔΨ в отсутствие цит с; б – кинетика нараста�
ния ΔΨ в отсутствие (кривая 1) и в присутствии 30 мкМ цит c3+ (кривая 2). Вставка – разность между кривыми 2 и 1. Ин�
кубационная среда: 0,03 М буфер HEPES�NaOH (pH 7,5), 0,015 М NaCl, 0,005 М CaCl2, 0,35 М сахароза. Стрелки здесь и
далее обозначают лазерные вспышки



ЭЛЕКТРОГЕНЕЗ В ФОТОСИСТЕМЕ 2 В ПРИСУТСТВИИ ЦИТОХРОМА с

липосомах с ядерными комплексами ФС2, ли�
шенными ионов марганца. В условиях инакти�
вации КОВ природный донор электронов для
фотоокисленного тирозина YZ отсутствует, и
время жизни радикала YZ

• значительно увеличи�
вается; в этих препаратах YZ служит основным
донором электронов для фотоокисленного P680.
На рис. 2, а видно, что фотоэлектрический ответ
спадает значительно быстрее, чем в случае на�
тивных ядерных комплексов ФС2 (с характер�
ным временем ~ 50 мс), что обусловлено реком�
бинацией зарядов между QA

− и YZ
• [32, 45, 46].

Фотоэлектрические сигналы в ответ на ла�
зерные вспышки света в адаптированных к тем�
ноте ядерных комплексах ФС2 в отсутствие
(кривая 1) и в присутствии 20 мкМ цит c2+ (кри�
вая 2) показаны на рис. 2, б. В отсутствие цит c2+

наблюдалась только быстрая кинетически не�
разрешенная фаза генерации ΔΨ за счет перено�
са электрона от P680 на QA и последующего вос�
становления P680

+ в результате переноса элект�
рона от YZ. Добавление цит c2+ приводило к по�
явлению дополнительной компоненты нараста�
ния в кинетике фотоответа. Анализ различия
между фотоэлектрическими ответами, индуци�
рованными вспышкой света в отсутствие и в
присутствии цит c2+ (вставка к рис. 2, б), выявил
кинетическую составляющую с τ ~ 70 мкс и от�
носительной амплитудой ~ 20% от общей амп�
литуды сигнала ΔΨ. Эта компонента была при�
писана векторному переносу электрона от
цит c2+ к фотоокисленному YZ. Дальнейшее уве�
личение концентрации растворимого цит c2+ (до
50 мкМ) не влияло на кинетику ΔΨ (данные не

приведены). Амплитуда дополнительной мед�
ленной фазы изменялась незначительно во всем
исследованном диапазоне концентраций цит с
(от 5 до 50 мкМ), в то время как кинетика – ус�
корялась, с ~ 130 мкс при концентрации цит c2+,
равной 5 мкМ, до 70 мкс – при концентрации
цит c2+ 20 мкМ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Индуцированное лазерной вспышкой воз�
буждение реакционного центра ФС2 в протео�
липосомах приводит к генерации ΔΨ. С по�
мощью прямого электрометрического метода на
протеолипосомах, содержащих ядерные комп�
лексы ФС2 с активным КОВ в присутствии
окисленного цит с, погруженного внутрь липид�
ной везикулы, была зарегистрирована дополни�
тельная фаза нарастания ΔΨ. Эта электрогенная
фаза (~ 40 мкс, ~ 10%) была приписана восста�
новлению цит c3+ от первичного хинонного ак�
цептора QA

−, поскольку: (i) в присутствии цит с2+

этого эффекта не наблюдалось; (ii) используе�
мые образцы не содержали QB; (iii) эта электро�
генная фаза была нечувствительна к СОД.

Ранее Хоробрых с соавт. [30] на основании
данных, полученных на кислород�выделяющих
мембранных фрагментах ФС2 с помощью изме�
рения кинетики световых редокс�превращений
цит с и фотоиндуцированных изменений выхода
флуоресценции хлорофилла (ΔF), предположи�
ли, что восстановление добавленного цит c3+ мо�
жет наблюдаться в результате переноса электро�
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Рис. 2. Влияние цит с2+ на кинетику генерации ΔΨ в протеолипосомах, содержащих ядерные комплексы ФС2, лишенные
ионов марганца и периферических белков (Tris�обработанные). a – Кинетика спада ΔΨ в отсутствие цит с; б – кинетика
нарастания ΔΨ в отсутствие (кривая 1) и в присутствии 20 мкМ цит c2+ (кривая 2). Вставка – разница между кривыми 2 и 1.
Условия эксперимента соответствуют таковым на рис. 1
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на от кофакторов акцепторного участка реакци�
онного центра. Efrati et al. [31] показали, что ос�
вещение модифицированных ФС2/цит c/ФС1
золотых электродов приводит к каскадному пе�
реносу электронов, причем фотовозбуждение
ФС2 приводит к выделению O2 и восстановле�
нию цит c с последующим донированием элект�
ронов от ФС1 на электрод и восстановлением
P+

700 от цит c2+.
Помимо цит c, силикомолибдат, Co[(terpy)2]

3+,
Hg2+ и феррицианид также могут функциониро�
вать как акцепторы электронов для QA

− [47].
Окислительно�восстановительные медиаторы,
такие как метиленовый синий (МС), ДХФИФ
или ТМФД, добавленные в реакционную среду,
также способны окислять QA

− [32]. Фактически
даже при концентрации восстановленной фор�
мы ТМФД 1 мМ (в присутствии избытка аскор�
бата) концентрация его окисленной формы сос�
тавляет 1 мкМ (среднеточечный потенциал (Em)
для пары ТМФД/ТМФД+ и аскорбата при pH 7,0
составляет ± 260 мВ и ± 80 мВ соответственно).
Эта концентрация, по крайней мере, в пять раз
превышает концентрацию реакционных цент�
ров ФС2 (обычно около 0,2–0,25 мкМ РЦ), и
ТМФД+ может непосредственно окислять ани�
онный семихинон QA во фракции ФС2 перед
вспышкой света. Отсутствие генерации ΔΨ при
переносе электрона между QA

− и окисленными
формами MС, ДХФИФ или ТМФД [32], в отли�
чие от цит с3+ (рис. 1, б), может быть связано с
особенностями их взаимодействия с реакцион�
ным центром ФС2 на акцепторной стороне.

Известно, что в образцах ФС2, лишенных
марганцевого кластера и периферических бел�
ков (PsbO, PsbP, PsbQ), YZ находится в относи�
тельно гидрофильной среде ближе к границе
белок–вода по сравнению с интактным комп�
лексом ФС2. Наши ранние исследования, про�
веденные в присутствии восстановленных ме�
диаторов ТМФД и ДХФИФ [32, 41] в Mn�ли�
шенных образцах ФС2 продемонстрировали,
что быстрая генерация ΔΨ, связанная с вектор�
ным переносом электрона между YZ и QA, соп�
ровождается дополнительной электрогенной
фазой в миллисекундном временнóм диапазо�
не. Вклад этой фазы в общий электрогенез сос�
тавлял ~20%.

На основании данных, полученных ранее
для некоторых редокс�медиаторов и синтети�
ческих трехъядерных или двухъядерных марган�
цевых кластеров, мы пришли к заключению, что
электрогенное восстановление YZ

• осуществля�
ется в результате векторного переноса электрона
от границы раздела белок–вода до погруженно�
го в белок тирозина YZ [32–35, 41]. Поскольку
вклады ΔΨ при добавлении искусственных до�

норов электронов [41] и в присутствии цит c2+

(настоящая работа) практически одинаковы, мы
сделали вывод, что электрогенное восстановле�
ние YZ

• от цит c2+ также осуществляется в резуль�
тате внутрибелкового векторного переноса
электрона.

Наличие аналогичной фазы цит c�зависимой
генерации ΔΨ на донорной стороне было также
ранее продемонстрировано в изолированных
комплексах РЦ из несерной пурпурной бакте�
рии Rhodospirillum rubrum [48, 49], а также в
комплексах ФС1 из цианобактерий [50]. Отно�
сительный вклад дополнительной электроген�
ной фазы ΔΨ в общий электрогенез в случае бак�
териальных РЦ составлял 22–24% в присутствии
митохондриального цит с (при концентра�
ции >5–10 мкМ) и ~16% – в присутствии 7 мкМ
цит c2 из R. rubrum [49]. При этом характерное
время этой фазы составляло >150 мкс. Что каса�
ется кинетики дополнительной электрогенной
фазы в комплексах ФС1 в присутствии раство�
римого цит с, то она хорошо аппроксимирова�
лась двумя кинетическими компонентами с
τ1 ≈ 25 мкс и τ2 ≈ 200 мкс и относительными
вкладами ~40% и ~60% соответственно.

Предполагаемая схема электрогенного вос�
становления цит c3+ от QA

− (а) и окисления
цит c2+ тирозином YZ

• (б) на акцепторной и до�
норной сторонах комплексов ФС2 соответ�
ственно представлена на рис. 3. В случае восста�
новления цит c3+ были использованы протеоли�
посомы, содержащие ФС2 с активным КОВ,
при этом цит c3+ находился внутри протеолипо�
сом (рис. 3, a), тогда как в случае окисления
цит c2+ изучались ядерные комплексы ФС2, ли�
шенные ионов марганца и трех внешних субъ�
единиц (рис. 3, б); при этом цит c2+ добавляли во
внешнюю водную фазу.

Таким образом, измерение электрических
сигналов в ответ на однократное разделение за�
рядов внутри мембранных белков РЦ может пре�
доставить фундаментальную информацию о ме�
ханизмах переноса заряда [40, 51, 52]. Можно
предположить, что цит c3+ образует комплекс с
акцепторной стороной поверхности белка ФС2
на расстоянии ~17 Å (согласно предварительным
данным по моделированию) между гемом и пер�
вичным акцептором хинона QA, что обеспечива�
ет быстрый перенос электрона (время жизни
~ 40 мкс) от QA

− до цит c3+. Относительная ампли�
туда величины ΔΨ, сопровождающая эту реак�
цию, составляет ~10% от общего фотоответа.

С другой стороны, становится очевидным,
что восстановленный цит c2+ является чрезвы�
чайно эффективным донором электронов для
тирозина YZ

• в образцах ФС2, лишенных ионов
марганца. При этом относительная амплитуда
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электрогенной фазы, обусловленной перено�
сом электрона от цит c2+ к тирозину YZ

•, состав�
ляет ~20%. Амплитуда сигнала примерно равна
вкладу ΔΨ, который наблюдался ранее при вос�
становлении фотоокисленного YZ от искус�
ственных доноров электронов – ТМФД,
ДХФИФ и синтетических Mn�содержащих
кластеров [32, 34, 35].

Таким образом, полученные в настоящей ра�
боте данные демонстрируют, что окисленная и
восстановленная формы экзогенного цит с мо�
гут служить весьма эффективными акцептором
и донором электрона для ФС2 соответственно.
Результаты исследования электрогенных реак�
ций между реакционным центром ФС2 и цит c2+

или цит c3+ могут быть использованы при созда�
нии фотоэлектрохимических систем преобразо�

вания солнечной энергии на основе фотосинте�
тических пигмент�белковых комплексов.
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(№ АААА�А19�119012990175�9).
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Рис. 3. Схема электрогенных реакций в интактных комплексах ФС2 с активными КОВ (а) и комплексах ФС2, лишенных
Mn�кластера и периферических белков (б)
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GENERATION OF PHOTOELECTRIC RESPONSES BY PHOTOSYSTEM II
CORE COMPLEXES IN THE PRESENCE

OF EXTERNALLY ADDED CYTOCHROME c

L. A. Vitukhnovskaya1,2, R. A. Simonyan1, A. Yu. Semenov1,2, and M. D. Mamedov1*

1 Belozersky Institute of Physico�Chemical Biology, Moscow State University,
119992 Moscow, Russia; e�mail: mahirmamedov@yandex.ru

2 Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, 119991 Moscow, Russia

The effect of exogenous cytochrome c (cyt c) on kinetics of photoelectric responses (ΔΨ) of two types of photosys�
tem II (PSII) core complexes (intact – PSII with active water�oxidizing complex and Mn�depleted complex) recon�
stituted into liposomes has been investigated by direct electrometric technique. PSII complexes were localized in the
proteoliposome membranes with their donor side outward. An additional electrogenic phase was observed in the
kinetics of ΔΨ generation in response to a laser flash besides the main fast (<0.3 μs) electrogenic component due to
electron transfer from the redox�active tyrosine YZ to the primary quinone acceptor QA in the presence of oxidized
cyt c (cyt c3+) entrapped in the internal space of proteoliposomes with intact PSII complexes. This component with
characteristic time τ ≈ 40 μs and relative amplitude of ~10% of the total ΔΨ was attributed to the vectorial electron
transfer from QA

− to cyt c3+ serving as an external acceptor. An additional electrogenic component with τ ∼ 70 μs and
a relative amplitude of ∼20% of the total ΔΨ also appeared in the kinetics of ΔΨ formation, when cyt c2+ was added
to the suspension of proteoliposomes containing Mn�depleted PSII core complexes. This component was attributed
to the electrogenic transfer of an electron from cyt c2+ to photooxidized tyrosine YZ. These data imply that cyt c3+

serves as a very effective exogenous electron acceptor for QA
− in the case of intact PSII core complexes, and cyt c2+ is

an extremely efficient artificial electron donor for YZ in the Mn�depleted PSII. The obtained data on the roles of
cyt c2+ and cyt c3+ as an electron donor and acceptor for PSII, respectively, can be used to develop hybrid photoelec�
trochemical solar energy�converting systems based on photosynthetic pigment–protein complexes.

Keywords: photosystem II, proteoliposomes, photoelectric response, electron transfer, cytochrome c
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Сердечно�сосудистые заболевания (ССЗ) являются одной из главных причин смертности и инвалидизации
населения в мире. Белок А плазмы крови, ассоциированный с беременностью (PAPP�A), представляет со�
бой матриксную металлопротеиназу, локализованную на поверхности клеток. Одним из субстратов РАРР�А
является IGFBP�4 (insulin�like growth factor binding protein�4) – представитель семейства белков, связываю�
щих IGF (insulin�like growth factor). Протеолиз IGFBP�4 под действием РАРР�А происходит по специфичес�
кому участку с образованием двух протеолитических фрагментов – N�концевого (NT�IGFBP�4) и С�конце�
вого (CT�IGFBP�4) – и приводит к высвобождению IGF, который активирует такие клеточные процессы,
как миграция, пролиферация и клеточный рост. Повышенный уровень протеолитических фрагментов
IGFBP�4 коррелирует с развитием осложнений и риском летального исхода у больных такими ССЗ, как
ишемическая болезнь сердца, острый коронарный синдром и сердечная недостаточность. Однако в литера�
туре нет данных, демонстрирующих PAPP�A�зависимый протеолиз IGFBP�4 в сердечной ткани в норме и
при патологических состояниях. В настоящей работе на модели первичной культуры неонатальных карди�
омиоцитов крысы нами было показано: 1) процесс протеолиза IGFBP�4 под действием PAPP�A происходит
в кондиционированной среде кардиомиоцитов, 2) переход кардиомиоцитов в гипертрофированное состоя�
ние сопровождается увеличением уровня PAPP�A�специфичного протеолиза IGFBP�4. Таким образом,
можно предположить, что усиление расщепления IGFBP�4 и гипертрофические изменения кардиомиоци�
тов, сопровождающие некоторые ССЗ, взаимосвязаны, и PAPP�A является одним из активаторов IGF�за�
висимых процессов в кардиомиоцитах в норме и особенно при гипертрофии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: сердечно�сосудистые заболевания, сердечная недостаточность, кардиомиоциты,
первичная культура, протеолиз, PAPP�A, IGFBP�4, гипертрофия, кардиомаркёр, эндотелин�1.
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ПРОТЕОЛИЗ IGFBP�4 ПОД ДЕЙСТВИЕМ PAPP�A
В ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЕ НЕОНАТАЛЬНЫХ

КАРДИОМИОЦИТОВ КРЫСЫ В НОРМЕ И ПРИ ГИПЕРТРОФИИ

© 2021 Д.В. Серебряная1*, Д.А. Адашева1, А.А. Конев2, М.М. Артемьева3,
И.А. Катруха1,2, А.Б. Постников1,2, Н.А. Медведева3, А.Г. Катруха1,2

ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день сердечно�сосудистые
заболевания (ССЗ) являются главной причиной
летальных исходов и инвалидности во всем ми�
ре [1]. Сердечная недостаточность (СН) – одно
из самых распространённых ССЗ, характеризу�
ющееся изменениями в работе сердца, приводя�
щими к нарушению кровоснабжения всего ор�

ганизма. При хронической форме СН снижает�
ся способность сердечной мышцы к сокраще�
нию и развивается патологическая гипертро�
фия – аномальное утолщение стенки миокарда,
возникающее вследствие увеличения кардиомио�
цитов в размере и изменений во внеклеточном
матриксе сердечной ткани [2]. Гипертрофия так�
же сопровождает и другие ССЗ, такие как ише�
мическая болезнь сердца (ИБС), гипертония, а

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ИБС – ишемическая болезнь сердца; ОКС – острый коронарный синдром; ССЗ – сердеч�
но�сосудистые заболевания; СН – сердечная недостаточность; ФИА – флуороиммунный анализ; ЭТС – эмбриональная
телячья сыворотка; BNP – натрийуретический пептид типа B; CT�IGFBP�4 – С�концевой протеолитический фрагмент
IGFBP�4; DAPI – 4′,6�диамидино�2�фенилиндол; dPAPP�A – димерная форма PAPP�A; IGF – инсулиноподобный фак�
тор роста; IGFBP�2–IGFBP�5 – белки, связывающие инсулиноподобный фактор роста; NT�IGFBP�4 – N�концевой про�
теолитический фрагмент IGFBP�4; PAPP�A – ассоциированный с беременностью белок плазмы А; proMBP – предшест�
венник основного щелочного белка эозинофилов.

* Адресат для корреспонденции.



PAPP�A�СПЕЦИФИЧНЫЙ ПРОТЕОЛИЗ IGFBP�4 В КАРДИОМИОЦИТАХ

также практически все известные на сегодняш�
ний день типы врождённых и приобретенных
пороков сердца [3].

Белок А плазмы, ассоциированный с бере�
менностью (pregnancy associated plasma protein�A,
PAPP�A), – матриксная металлопротеиназа, со�
держащая в активном центре ионы цинка и ло�
кализованная на поверхности клеток [4, 5].
Большая часть РАРР�A (~90%) в крови циркули�
рует в форме гетеротетрамера (htPAPP�A), в сос�
тав которого входят димер РАРР�А (dPAPP�A) и
две субъединицы белка proMBP – предшествен�
ника основного щелочного белка эозинофилов.
Тетрамерная форма PAPP�A является протеоли�
тически неактивной [6]. Остальная часть PAPP�A,
циркулирующего в крови, представлена его ди�
мерной формой, которая обладает протеолити�
ческой активностью [7]. Субстратами dРАРР�А
в физиологических условиях являются белки,
связывающие инсулиноподобный фактор роста:
IGFBP�2 [8], IGFBP�4 [9] и IGFBP�5 [10]. Дан�
ные белки связываются с инсулиноподобным
фактором роста (IGF), ингибируя его актив�
ность. В результате протеолиза комплекса
IGFBP�белков с IGF под действием dPAPP�A
IGF высвобождается из комплекса и активирует
такие процессы, как клеточный рост, пролифе�
рация, миграция и ангиогенез [11]. В случае
IGFBP�4 PAPP�A является единственной проте�
азой, расщепляющей данный белок в физиоло�
гических условиях. Протеолиз IGFBP�4 под
действием dРАРР�А происходит по специфи�
ческому участку, расположенному между ами�
нокислотными остатками Met135 и Lys136, и в
результате расщепления образуются два протео�
литических фрагмента белка: N�концевой (NT�
IGFBP�4) и С�концевой (CT�IGFBP�4) [12].

Ранее было показано, что уровень экспрес�
сии dPAPP�A возрастает в атеросклеротической
бляшке, а также, что dPAPP�A является маркё�
ром риска развития острого коронарного синд�
рома (ОКС) [13]. В ряде исследований было по�
казано, что повышенный уровень протеолити�
ческих фрагментов IGFBP�4 (NT�IGFBP�4 и
CT�IGFBP�4) ассоциирован с увеличением рис�
ка возникновения ОКС у пациентов с ИБС и
наступлением смерти от ССЗ у больных диабе�
том 1�го типа [14, 15]. Недавно было обнаруже�
но, что повышенный уровень протеолитических
фрагментов IGFBP�4 в крови у больных сердеч�
ной недостаточностью – состоянием, которое
может развиваться вследствие ОКС и инфаркта
миокарда, также ассоциирован с повышенным
риском летального исхода [16].

Несмотря на значительное количество ис�
следований, демонстрирующих увеличение
концентрации dPAPP�A и уровня протеолиза

IGFBP�4 в крови до начала развития осложне�
ний при различных ССЗ, в литературе нет пря�
мых доказательств протекания dPAPP�A�специ�
фичного протеолиза IGFBP�4 в миокарде в нор�
ме или при патологических состояниях. Поэто�
му данное исследование было проведено с
целью установить взаимосвязь между dPAPP�A�
специфичным протеолизом IGFBP�4 и гипер�
трофическими изменениями кардиомиоцитов,
которые, как было упомянуто ранее, сопровож�
дают многие ССЗ. Для исследования протеоли�
за IGFBP�4 в настоящей работе нами была раз�
работана и охарактеризована клеточная модель
гипертрофии, основанная на первичной культу�
ре кардиомиоцитов крысы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все использованные биохимические реакти�
вы имели аналитическую чистоту и были приоб�
ретены в компаниях «Sigma�Aldrich» (США),
«Thermo Fisher Scientific» (США), «ICN»
(США), «AppliChem» (Германия), «Merck»
(США), «Диа�М» (Россия) и «Bio�Rad» (США).
Реактивы, использованные для проведения
культурально�биологических работ, были при�
обретены в компаниях «HyClone» (США),
«Sigma�Aldrich» и «Costar» (Нидерланды). Вто�
ричные антитела, специфичные к константной
части иммуноглобулинов G (Fc�фрагментам)
антитела мыши, конъюгированные с флуорофо�
ром Alexa�594, а также фаллоидин, конъюгиро�
ванный с флуорофором Alexa�488, и краситель
DAPI (4′,6�диамидино�2�фенилиндол), были
приобретены в компании «Thermo Fisher
Scientific». Моноклональные антитела, специ�
фичные к сердечной изоформе тропонина I
(19С7, MF4), IGFBP�4 и его фрагментам (IBP3,
IBP180, IBP182, IBP163), рекомбинантные
IGFBP�4, dPAPP�A, NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4,
а также эндогенный натрийуретический пептид
B�типа (BNP) человека были любезно предос�
тавлены компанией «HyTest» (Финляндия).

Получение первичной культуры кардиомиоци�
тов крысы. Получение первичной культуры кар�
диомиоцитов крысы проводили в соответствии с
методикой Степановой и соавт. [17] с некоторы�
ми модификациями. Сердца двух/трёхдневных
крыс популяции Wistar очищали от соединитель�
ной ткани, крови и сосудов, помещали в охлаж�
дённый раствор Кребса–Рингера (25 мМ NaCl,
2,5 мМ KCl, 1,25 мМ NaH2PO4, 2 мМ CaCl2,
1 мМ MgCl2, 25 мМ NaHCO3, 25 мМ глюкоза,
pH 7,4) и измельчали, после чего обрабатывали
коллагеназой («Gibco», США) в концентрации
5 мг/мл, приготовленной на растворе Кребса–
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СЕРЕБРЯНАЯ и др.

Рингера, содержащем 50 мкМ CaCl2, в течение
10 мин при 37 °С. После инкубации ткань до�
полнительно разрушали, пипетируя смесь
30–40 раз, и после оседания крупных фрагмен�
тов ткани отбирали суспендированные клетки.
Данную процедуру повторяли 4–5 раз до полно�
го разрушения ткани и высвобождения клеток.
Полученные суспензии клеток центрифугиро�
вали 10 мин при 200 g, осадки клеток ресуспен�
дировали в среде для культивирования
DMEM (модифицированная по способу Дуль�
бекко среда Игла), содержащей 10% эмбрио�
нальной телячьей сыворотки (ЭТС, «HyClone»).
Все фракции, кроме первой и второй, объединя�
ли и повторно центрифугировали при тех же ус�
ловиях для дополнительной очистки от коллаге�
назы. Осадок клеток ресуспендировали в куль�
туральной среде и инкубировали в полистироль�
ном планшете в течение 20 мин при 37 °С в ат�
мосфере 5% CO2 для отделения фракции при�
месных клеток. Суспензию неприкрепившихся
клеток переносили в новый полистирольный
планшет и культивировали в течение 7 дней при
37 °С в атмосфере 5% CO2.

Определение площади кардиомиоцитов. Из�
мерение площади кардиомиоцитов проводили с
использованием программного обеспечения
ImageJ (Fiji). Указывали значение масштабной
шкалы в пикселях и в мкм, после чего с исполь�
зованием программы рассчитывали значения
площади отдельных клеток в мкм2. Для каждого
снимка рассчитывали площадь 15 клеток с ис�
пользованием последовательности команд
Analyse�Measure, затем полученные значения
использовали для расчёта среднего значения
площади клетки.

Определение частоты сокращений кардиомио�
цитов. Частоту сокращений кардиомиоцитов
определяли, фиксируя сокращение во времени в
10 точках культуры, чтобы убедиться в равно�
мерности и регулярности сокращений, после
чего проводили пересчёт на количество ударов в
минуту.

Иммуноцитохимическое окрашивание клеток.
Первичную культуру кардиомиоцитов и при�
месных клеток промывали фосфатно�солевым
буфером (ФСБ) от компонентов среды, после
чего проводили фиксацию и пермеабилизацию
мембран клеток в присутствии 4% парафор�
мальдегида и 0,1% (w/v) Triton X�100 соответ�
ственно в течение 15 мин при комнатной темпе�
ратуре. Затем клетки промывали несколько раз
ФСБ и инкубировали в присутствии 1% ЭТС в
течение 30 мин для блокирования неспецифи�
ческой сорбции антител. После промывки к
клеткам добавляли первичные антитела, специ�
фичные к тропонину I, в указанных производи�

телем разведениях и инкубировали в течение
ночи при 4 °С. После промывки клетки инкуби�
ровали в присутствии вторичных антител, спе�
цифичных к Fc�фрагментам антител мыши и
конъюгированных с флуоресцентной меткой
Alexa�594, в течение часа при комнатной темпе�
ратуре. Инкубации с фаллоидином, конъюгиро�
ванным с флуорофором Alexa�488 и ядерным
красителем DAPI, в указанных производителем
разведениях также проводили в течение часа
при комнатной температуре. После инкубации
клетки трижды промывали ФСБ. Полученные
препараты визуализировали с использованием
флуоресцентного инвертированного микроско�
па («EVOS FL Color», США).

Протеолитическое расщепление IGFBP�4 под
действием PAPP�A в культурах клеток. Протеолиз
IGFBP�4 в кондиционированной среде кардио�
миоцитов и примесных клеток проводили по
методике Laursen et al. [18] с некоторыми моди�
фикациями. Для проведения протеолиза
IGFBP�4 использовали 10�кратную субстратную
смесь, приготовленную на Tris�солевом буфе�
ре (20 мМ Tris�HCl, 150 мМ NaCl, pH 7,4) и со�
держащую 3 мкг/мл рекомбинантного IGFBP�4
человека, 0,85 мкг/мл рекомбинантного IGF�II
человека («Sigma�Aldrich») и 2 мМ CaCl2. После
приготовления субстратную смесь инкубирова�
ли 30 мин при комнатной температуре для фор�
мирования комплекса IGFBP�4 с IGF�II, после
чего добавляли в кондиционированную среду к
кардиомиоцитам в лунки 24�луночного планше�
та (по 40 мкл в лунку) и инкубировали в термо�
стате при 37 °С в атмосфере 5% CO2 в течение
30 мин, 3 или 24 ч. По окончании инкубации от�
бирали кондиционированную среду из лунок и
останавливали реакцию добавлением ЭДТА до
конечной концентрации 5 мМ. В полученных
образцах кондиционированной среды проводи�
ли измерение концентраций NT�IGFBP�4, CT�
IGFBP�4 и BNP методом флуороиммунного
анализа «сэндвич»�типа, как описано ниже. По�
лученные значения концентраций NT�IGFBP�4,
CT�IGFBP�4 и BNP нормировали на количест�
во клеток в каждой лунке. Для определения ко�
личества клеток культуру кардиомиоцитов в
каждой лунке трипсинизировали с использова�
нием 0,25%�ного раствора трипсин�ЭДТА и
проводили подсчёт клеток в камере Горяева с
использованием раствора трипанового синего.

Детекция NT�IGFBP�4, CT�IGFBP�4 и BNP
методом одностадийного флуороиммунного анали�
за «сэндвич»�типа (ФИА). Концентрации NT�
IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в культуральных средах
определяли методом неоэпитоп�специфичного
флуороиммунного анализа «сэндвич»�типа с ис�
пользованием пар антител IBP3�IBP180Eu3+

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  11  2021

1622



PAPP�A�СПЕЦИФИЧНЫЙ ПРОТЕОЛИЗ IGFBP�4 В КАРДИОМИОЦИТАХ

(определение концентрации NT�IGFBP�4) и
IBP182�IBP163Eu3+ (определение концентрации
CT�IGFBP�4), как описано Konev et al. [15].
Концентрацию BNP определяли аналогичным
методом с использованием пары антител 24С5�
AbBNP2Eu3+, как описано в статье Semenov et al.
[19]. Для проведения ФИА антитела подложки
(20 мкг/мл, 0,1 мл/лунка в ФСБ) сорбировали
на поверхность лунок 96�луночного полисти�
рольного планшета при перемешивании в тече�
ние 30 мин при комнатной температуре. Затем
лунки промывали 10 мМ Tris�HCl, 150 мМ NaCl,
0,025% (v/v) Tween 20 и 0,05% NaN3, pH 7,8 (бу�
фер А). После этого в каждую лунку планшета
вносили 0,05 мл образца, разведённого в буфере
для анализа (50 мМ Tris�HCl, 0,9% NaCl, 0,01%
(v/v) Tween 40, 0,5% бычьего сывороточного аль�
бумина, 0,05% NaN3, pH 7,7) и 0,05 мл детектор�
ных антител (4 мкг/мл), конъюгированных со
стабильным хелатом европия (Eu3+). Планшеты
инкубировали 30 мин при комнатной темпера�
туре при постоянном перемешивании. После
промывания буфером А в лунки планшета вно�
сили по 0,2 мл раствора для усиления флуорес�
ценции и затем детектировали флуоресценцию
на планшетном анализаторе Victor X («Perkin
Elmer», США).

Индукция гипертрофии в культурах кардиомио�
цитов под действием эндотелина�1. Перед прове�
дением эксперимента в лунках с клетками про�
водили смену культуральной среды на DMEM,
содержащую 1% ЭТС. В лунки с кардиомиоцита�

ми вносили водный раствор эндотелина�1
(«Sigma�Aldrich»») в диапазоне концентраций
20–100 нМ. В контрольные лунки добавляли во�
ду. Инкубировали клетки с эндотелином�1 в те�
чение 24 и 48 ч при 37 °С в атмосфере 5% CO2. О
наличии гипертрофии судили по увеличению
площади поверхности кардиомиоцитов (см. раз�
дел «Определение площади кардиомиоцитов»),
инкубированных с эндотелином�1 по сравнению
с контрольными кардиомиоцитами.

Статистическую обработку результатов изме�
рений площади кардиомиоцитов и концентра�
ций NT�IGFBP�4, CT�IGFBP�4 и BNP в норме
и при гипертрофии проводили, используя t�кри�
терий Стьюдента. Данные представлены как
среднее значение ± квадратичное отклонение.
Различия считали достоверными при p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение первичной культуры кардиомиоци�
тов из неонатальных крыс и ее характеристика.
Через 4 дня после выделения клеточная культу�
ра, полученная из сердец неонатальных крыс,
приобретала соответствующий кардиомиоци�
там фенотип (рис. 1, а) и демонстрировала сок�
ращение с частотой ~11 ударов/мин. С 4 по
7 день культивирования кардиомиоцитов часто�
та сокращения не менялась. Процентное содер�
жание кардиомиоцитов в полученной культуре
определяли иммуноцитохимически, проводя
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Рис. 1. Характеристика типичной первичной культуры кардиомиоцитов крысы. а – Микрофотографии кардиомиоцитов,
сделанные в режиме фазового контраста в процессе культивирования культуры в определенные промежутки времени:
1 – 1 день; 2 – 4 дня; 3 – 6 дней; 4 – 7 дней. б – Иммунофлуоресцентное окрашивание полученной культуры (7 дней) с ис�
пользованием: флуоресцентного ядерного красителя DAPI (1); антител, специфичных к сердечной изоформе тропонина I
человека, конъюгированных с флуоресцентной меткой Alexa�594 (2); фаллоидина, конъюгированного с флуоресцентной
меткой Alexa�488 (3); наложение фотографий, сделанных в трёх флуоресцентных каналах при одинаковом увеличении (4)
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окрашивание моноклональными антителами,
специфичными к сердечной изоформе тропо�
нина I (специфическому маркёру кардиомиоци�
тов), и рассчитывая отношение клеток с детек�
тированным тропонином I к общему числу кле�
ток для каждого снимка. Количество кардиоми�
оцитов в полученных культурах составило
70–90% (рис. 1, б).

Остальные 10–30% клеток в полученных
культурах, по всей видимости, были представле�
ны примесными клетками, содержащимися в
сердечной ткани. Для того чтобы в дальнейшем
оценить суммарный вклад этих клеток в dPAPP�
A�специфическую протеолитическую деграда�
цию IGFBP�4 в сравнении с кардиомиоцитами,
в ходе выделения мы также получили и охаракте�
ризовали изолированную культуру примесных
клеток, не содержащую кардиомиоциты (рис. 2).
Получение культуры примесных клеток прово�
дили, как описано в разделе «Материалы и ме�
тоды». Результаты иммунофлуоресцентного ок�
рашивания культуры примесных клеток пред�
ставлены на рис. 2.

dPAPP�A�специфический протеолиз IGFBP�4
в первичной культуре кардиомиоцитов крысы. Из�
вестно, что dPAPP�A расщепляет IGFBP�4 в
кондиционированной среде фибробластов [12]
и фолликулярной жидкости яичника челове�
ка [20], быка, свиньи и лошади [21], а также сек�
ретируется в среду такими типами клеток, как
гранулезные клетки [22], гладкомышечные

клетки сосудов [23], клетки стромы эндомет�
рия [24], адипоциты сердечной ткани [25], клет�
ки эндотелия коронарной артерии человека [26]
и клетки�предшественники сердца челове�
ка [27]. В качестве модели для исследования
протеолиза IGFBP�4 в сердечной ткани в нашей
работе мы использовали первичную культуру
кардиомиоцитов крысы, содержание кардиомио�
цитов в которой составляло 70–90%. Протеоли�
тическое расщепление IGFBP�4 в кондициони�
рованной среде кардиомиоцитов и определение
концентраций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4
проводили, как описано в разделе «Материалы и
методы». Как видно на рис. 3, NT�IGFBP�4
(рис. 3, а) и СT�IGFBP�4 (рис. 3, б) образуются
в ходе протеолиза IGFBP�4 в кондициониро�
ванной среде кардиомиоцитов.

Концентрации фрагментов IGFBP�4 в конди�
ционированной среде (рис. 3, кривая 2) через 1, 3
и 24 ч после начала реакции протеолиза составля�
ли 5,3 ± 4,2 нг/мл, 50,1 ± 8,1 нг/мл и
98,3 ± 12,2 нг/мл (NT�IGFBP�4) и 4,9 ± 4,2 нг/мл,
43,1 ± 8,3 нг/мл и 95,9 ± 15,4 нг/мл (CT�IGFBP�4),
т.е. концентрация фрагментов IGFBP�4 в кон�
диционированной среде увеличивалась во вре�
мени, в то время как в образцах стерильной
культуральной среды образования фрагментов
обнаружено не было (рис. 3, кривая 4). Также
NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 не были обнаруже�
ны в кондиционированной среде кардиомиоци�
тов в нулевой момент протеолитической реак�
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Рис. 2. Иммунофлуоресцентное окрашивание культуры примесных клеток с использованием: флуоресцентного ядерного
красителя DAPI (1); антител, специфичных к сердечной изоформе тропонина I человека, конъюгированных с флуоресцент�
ной меткой Alexa�594 (2); фаллоидина, конъюгированного с флуоресцентной меткой Alexa�488 (3); наложение фотогра�
фий, сделанных в трёх флуоресцентных каналах при одинаковом увеличении (4)
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ции. После инкубации стерильной среды
DMEM с субстратной смесью в течение анало�
гичных промежутков времени образования NT�
IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 не было выявле�
но (рис. 3, кривая 3). При этом при проведении
протеолитической реакции в стерильной сре�
де (рис. 3, кривая 1) в присутствии 500 нг/мл до�
бавленного экзогенно dPAPP�A концентрации
NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4, определенные ме�
тодом ФИА, через 1, 3 и 24 ч, были в 2 раза вы�
ше, чем при отсутствии PAPP�A, что говорит о
том, что dPAPP�A проявляет протеолитические
свойства в данной среде, и данная модель под�
ходит для изучения протеолиза IGFBP�4 под
действием dPAPP�A.

Однако, как уже упоминалось ранее, dPAPP�A
и фрагменты IGFBP�4 обнаруживаются в куль�
туральной среде фибробластов человека [12] и
эндотелиальных клетках коронарной артерии
человека [26]. Данные типы клеток широко
представлены в сердечной ткани [28] и могут со�
очищаться при выделении культуры кардиомио�
цитов из сердца, т.е. входить во фракцию при�
месных клеток. Следовательно, можно ожидать,
что кардиофибробласты и эндотелиальные
клетки, присутствующие в полученной культуре
кардиомиоцитов в количестве 10–30% от обще�
го числа клеток, потенциально могут вносить
вклад в наблюдаемую нами протеолитическую
деградацию IGFBP�4. Для вычисления вклада
dPAPP�A, секретируемого примесными клетка�
ми, в итоговый уровень протеолиза IGFBP�4 мы
измерили концентрации NT�IGFBP�4 и CT�
IGFBP�4 в кондиционированной среде изоли�
рованной культуры примесных клеток, которую

получили и охарактеризовали ранее (рис. 4), и
сравнили полученные значения со значениями
концентраций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в
кондиционированной среде культуры с 70%�ным
содержанием кардиомиоцитов, специально по�
лученной для решения этой задачи.

Как видно из представленных результатов, в
случае культуры примесных клеток (рис. 4) наб�
людается накопление NT�IGFBP�4 и CT�
IGFBP�4 в кондиционированной среде. Концен�
трации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в культуре
примесных клеток через 3 и 24 ч после начала
протеолитической реакции составили 20 и
60 нг/мл и 5 и 50 нг/мл соответственно. В случае
культуры кардиомиоцитов уровень наблюдае�
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Рис. 4. Накопление NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 в конди�
ционированной среде культуры примесных клеток; n = 3

Рис. 3. Динамика образования NT�IGFBP�4 (а) и СT�IGFBP�4 (б) в ходе протеолитической реакции IGFBP�4 в течение 1,
3 и 24 ч. Стерильная среда DMEM, проинкубированная с субстратной смесью в присутствии рекомбинантного dPAPP�A
(кривая 1, пунктирная линия); кондиционированная клеточная среда, проинкубированная с субстратной смесью в при�
сутствии первичной культуры кардиомиоцитов крысы (кривая 2, серая сплошная линия); стерильная среда DMEM про�
инкубированная с субстратной смесью (кривая 3, линия из точек); стерильная среда DMEM, проинкубированная анало�
гичные промежутки времени (кривая 4, светло�серая сплошная линия); n = 12, * p < 0,05
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мого нами dPAPP�A�специфичного протеолиза
IGFBP�4 оказался приблизительно в 2,5–3 раза
выше по сравнению с фракцией примесных кле�
ток: концентрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4
составляют 60 и 150 нг/мл и 20 и 110 нг/мл соот�
ветственно.

Далее, используя результаты иммунофлуо�
ресцентного окрашивания и учитывая концен�
трации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в кондицио�
нированной среде обеих культур, мы рассчитали
вклад фракции примесных клеток в протеоли�
тическую деградацию IGFBP�4 в полученной
культуре кардиомиоцитов. В том случае, когда
культура кардиомиоцитов имеет 70%�ную чис�
тоту (содержит 30% примесных клеток), кон�
центрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4, кото�
рые образуются в результате секреции PAPP�A
примесными клетками, будут в 3,3 раза ниже,
чем в кондиционированной среде культуры,
состоящей на 100% из примесных клеток. Таким
образом, вклад протеолитической деградации
IGFBP�4, осуществляемый dPAPP�A, секрети�
руемого примесными клетками, в итоговые кон�
центрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 во всех
случаях составляет преимущественно 10–13%.
Следовательно, можно ожидать, что в случае
культуры кардиомиоцитов, имеющей чисто�
ту 90%, вклад примесных клеток в итоговый
уровень dPAPP�A�специфичного протеоли�
за IGFBP�4 будет ещё ниже и составит 3–4%.
Таким образом, полученные нами данные сви�
детельствуют о том, что наблюдаемый на�
ми dPAPP�A�специфичный протеолиз IGFBP�4
в основном ассоциирован с кардиомиоцитами,
а не с примесными клетками.

Известно, что специфический протеолиз
IGFBP�4 под действием dPAPP�A может проис�

ходить преимущественно в условиях, когда
IGFBP�4 находится в комплексе с IGF�II [29,
30]. Как видно на рис. 5, проведение протеоли�
тической реакции IGFBP�4 в присутствии IGF�
II (рис. 5, а и б; кривая 1) приводит к возраста�
нию концентраций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4
в кондиционированной среде кардиомиоцитов
в 3–4 раза по сравнению с их концентрациями,
определенными после проведения протеолиза в
аналогичных условиях, но при отсутствии IGF�
II (рис. 5, а и б; кривая 2).

Таким образом, суммируя полученные ре�
зультаты, представленные на рис. 3–5, можно
заключить: 1) протеолиз IGFBP�4 происходит в
кондиционированной среде первичной культу�
ры кардиомиоцитов и преимущественно ассо�
циирован именно с кардиомиоцитами, а не с
примесными клетками; 2) детекция NT�IGFBP�4
и CT�IGFBP�4 с использованием антител, спе�
цифичных к неоэпитопу, образующемуся в ре�
зультате специфического расщепления IGFBP�4
под действием dPAPP�A, а также необходи�
мость IGF�II для реализации наблюдаемого
протеолиза позволяют предположить, что про�
теолиз IGFBP�4 в кондиционированной среде
кардиомиоцитов происходит под действием
PAPP�A.

Моделирование гипертрофического ответа
кардиомиоцитов крысы под действием эндотели�
на�1. Первичная культура кардиомиоцитов хо�
рошо известна как in vitro модель для исследова�
ния механизмов гипертрофии сердечной тка�
ни [31–33]. Одним из методов индукции гипер�
трофии является длительная (более 24 ч) инку�
бация кардиомиоцитов в присутствии эндоте�
лина�1 в диапазоне концентраций 10–100 нМ
[34–37].
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Рис. 5. Образование NT�IGFBP�4 (а) и CT�IGFBP�4 (б) в ходе протеолитического расщепления IGFBP�4 в кондициони�
рованной среде первичной культуры кардиомиоцитов в присутствии (кривая 1, линия из точек) и при отсутствии IGF�
II (кривая 2, сплошная линия). Данные представлены как среднее значение ± квадратичное отклонение; n = 3, * p < 0,05
по сравнению с контролем без IGF�II
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Как видно из результатов (рис. 6), площадь
поверхности кардиомиоцитов после инкубации
в культуральной среде, содержащей 20, 50 и
100 нМ эндотелина�1, в течение 24 ч (рис. 6, б) и
48 ч (рис. 6, в) инкубации увеличивается в сред�
нем в 2, 1,8 и 4,5 раза и в 3,2, 4,4 и 6,4 раза соот�
ветственно по сравнению с площадью конт�
рольных кардиомиоцитов (культивированных
без добавления эндотелина�1).

Мы также обнаружили, что после инкубации
кардиомиоцитов с эндотелином�1 в концентра�

ции 20 нМ в кондиционированной среде наблю�
дается повышенное по сравнению с контроль�
ными клетками содержание маркёра сердечной
недостаточности – натрийуретического пептида
типа B (BNP) (рис. 7).

Кардиомиоциты инкубировали 24 и 48 ч в
присутствии или при отсутствии 20 нМ эндоте�
лина�1, после чего определяли концентрацию
BNP в культуральных средах методом флуоро�
иммунного анализа «сэндвич»�типа с использо�
ванием антител, специфичных к BNP. Из пред�
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Рис. 6. Индукция гипертрофии в первичной культуре кардиомиоцитов крысы под действием эндотелина�1. а – Фотогра�
фии кардиомиоцитов после инкубации с различными концентрациями эндотелина�1, сделанные в режиме фазового
контраста; б – зависимость площади кардиомиоцитов от концентрации эндотелина�1 при инкубации в течение 24 ч;
в – зависимость площади кардиомиоцитов от концентрации эндотелина�1 при инкубации в течение 48 ч; n = 15, * p < 0,05
по сравнению с контролем без эндотелина
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ставленных результатов видно, что после 24�ча�
совой инкубации с эндотелином�1 концентра�
ция BNP в гипертрофированной культуре в 3 ра�
за превышает концентрацию BNP в кондицио�
нированной среде контрольных клеток (рис. 7).
Следует отметить, что инкубация кардиомиоци�
тов с аналогичной концентрацией эндотелина�1
в течение 48 ч не приводит к увеличению концен�
трации BNP в кондиционированной среде. Мы

связываем это с цитотоксическим влиянием эн�
дотелина�1 при длительных инкубациях. Этот
эффект не был напрямую нами исследован, од�
нако при подсчёте клеток после каждого экспе�
римента мы наблюдали значительное уменьше�
ние количества жизнеспособных кардиомиоци�
тов в культуре, инкубированной с эндотелином�1
по сравнению с контрольными клетками.

Таким образом, инкубация первичной куль�
туры кардиомиоцитов в присутствии эндотели�
на�1 в концентрации 20 нМ в течение 24 ч под�
ходит для моделирования гипертрофического
ответа кардиомиоцитов, и дальнейшие исследо�
вания мы проводили при этой концентрации
эндотелина�1.

Исследование протеолиза IGFBP�4 в первич�
ной культуре кардиомиоцитов при гипертрофии.
Чтобы исследовать, связано ли увеличение кон�
центраций фрагментов IGFBP�4 с гипертрофи�
ческим ответом кардиомиоцитов, мы измерили
концентрацию протеолитических фрагментов
IGFBP�4 в культуре кардиомиоцитов при гипер�
трофии. Концентрации NT�IGFBP�4 и СТ�
IGFBP�4, измеренные после протеолиза
IGFBP�4, проведённого в течение 3 и 24 ч в кон�
диционированной среде гипертрофированных
кардиомиоцитов, превышали значения концен�
траций фрагментов в контрольных клетках в 1,2
и 3,7 раза для NT�IGFBP�4 и в 1,2 и 2,8 раза –
для CT�IGFBP�4 соответственно (рис. 8).

Однако из данных литературы известно, что
инкубация в течение 24–48 ч в присутствии эн�
дотелина�1 в концентрации 10–100 нМ приво�
дит к активации пролиферации кардиофибро�
бластов [38]. Поскольку кардиофибробласты с
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Рис. 7. Концентрация BNP в кондиционированной среде
первичной культуры кардиомиоцитов после инкубации с
эндотелином�1 в концентрации 20 нМ. В кондициониро�
ванную среду контрольных клеток добавляли воду; n = 5,
* p < 0,05

Рис. 8. Концентрация NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 в кон�
диционированной среде первичной культуры кардиомио�
цитов крысы в норме и при гипертрофии. Отношение
Cопыт/Cконтроль соответствует отношению концентраций
фрагментов IGFBP�4, измеренных в кондиционирован�
ной среде гипертрофированных кардиомиоцитов (Cопыт) и
контрольных кардиомиоцитов (Cконтроль); n = 7, * p < 0,05

Рис. 9. Концентрация NT�IGFBP�4 и СT�IGFBP�4 в кон�
диционированной среде культуры примесных клеток при
гипертрофии; n = 3
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высокой вероятностью присутствуют во фрак�
ции примесных клеток, это может способство�
вать усилению PAPP�A�специфичной деграда�
ции IGFBP�4, не связанной с кардиомиоцита�
ми. Для того чтобы проверить, как влияет инку�
бация с эндотелином�1 на количество примес�
ных клеток, мы провели подсчёт примесных
клеток до и после 24�часовой инкубации с
20 нМ эндотелином�1. Мы обнаружили, что
после инкубации изолированной культуры при�
месных клеток с эндотелином�1 наблюдается
увеличение их количества в 1,5 раза, что согла�
суется с литературными данными о стимулиру�
ющем эффекте эндотелина�1 на пролиферацию
кардиофибробластов. Далее мы определили
уровень dPAPP�A�специфичного протеоли�
за IGFBP�4 в кондиционированной среде до
и после инкубации культуры примесных клеток
с 20 нМ эндотелином�1 в течение 24 ч (рис. 9).

Из представленных результатов видно, что в
случае примесной клеточной фракции инкуба�
ция с эндотелином�1 не приводила к статисти�
чески достоверному изменению уровня dPAPP�
A�специфичного протеолиза IGFBP�4. Получен�
ные результаты подтверждают тот факт, что уси�
ление протеолитической деградации IGFBP�4
под действием dPAPP�A при гипертрофии ассо�
циировано именно с кардиомиоцитами, а не с
примесными клетками.

Таким образом, в используемой модели при
гипертрофическом ответе кардиомиоцитов
крысы наблюдается увеличение уровня протео�
лиза IGFBP�4 по сравнению с контрольными
клетками.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование прогностических маркёров
ССЗ и установление причин, приводящих к воз�
растанию их концентраций в крови при разви�
тии различных патологических состояний, яв�
ляется важной задачей как с фундаментальной
научной, так и с прикладной биомедицинской
точек зрения. В нашей работе мы исследовали
механизмы, приводящие к увеличению в крови
концентраций фрагментов IGFBP�4 – прогнос�
тических маркёров развития таких ССЗ, как
СН, ишемическая болезнь сердца и острый ко�
ронарный синдром [13–16], а также ассоцииро�
ванных с повышенным риском смертности пос�
ле перенесенного инфаркта миокарда и при ост�
рой сердечной недостаточности [39]. Настоящее
исследование было посвящено установлению
взаимосвязи между уровнем протеолиза IGFBP�4
под действием PAPP�A в кардиомиоцитах и их
гипертрофическими изменениями, которые

сопровождают различные ССЗ. В нашей работе
мы впервые продемонстрировали на модели
первичной культуры кардиомиоцитов крысы,
что dPAPP�A�специфичный протеолиз IGFBP�4
протекает в кондиционированной среде кардио�
миоцитов. Мы также провели моделирование
гипертрофического ответа кардиомиоцитов и
впервые установили, что гипертрофические из�
менения кардиомиоцитов приводят к повыше�
нию уровня протеолиза IGFBP�4 по сравнению
с контрольными негипертрофированными кар�
диомиоцитами.

Из литературных данных известно, что про�
теолиз IGFBP�4 под действием PAPP�A проте�
кает в кондиционированной среде различных
клеточных линий [12, 21–27]. Однако на сегод�
няшний день в литературе нет данных о том,
происходит ли протеолитическая деградация
IGFBP�4 под действием PAPP�A в кондициони�
рованной среде кардиомиоцитов. В качестве
модели для исследования протеолиза IGFBP�4 в
кардиомиоцитах мы использовали первичную
культуру кардиомиоцитов неонатальных крыс,
которая широко применяется для изучения раз�
личных процессов, протекающих в миокар�
де [31–33, 40–42]. Несомненным преимущест�
вом данной модельной системы является её
приближённость по физиологическим свой�
ствам к ткани сердечной мышцы. Однако ис�
пользование такой культуры сопряжено с рядом
сложностей, главной из которых является её ге�
терогенность (содержание кардиомиоцитов в
ней составляет 70–90%, остальная часть клеток
представлена кардиофибробластами и клетками
эндотелия). Контаминация культуры кардиомио�
цитов другими типами клеток сердечной ткани
может вносить свой вклад в изучаемые молеку�
лярные механизмы, влияя на исход экспери�
мента. Нам удалось впервые провести протеоли�
тическое расщепление IGFBP�4 в кондициони�
рованной среде кардиомиоцитов и детектиро�
вать NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 с использова�
нием пар антител, специфичных к неоэпито�
пам, образующимся на N� и С�фрагментах в ре�
зультате протеолиза IGFBP�4 под действием
dPAPP�A. Из литературных данных известно,
что фибробласты и эндотелиальные клетки спо�
собны секретировать dPAPP�A [12, 26], следова�
тельно, присутствие таких типов клеток в итого�
вой первичной культуре кардиомиоцитов может
влиять на наблюдаемую нами протеолитичес�
кую деградацию IGFBP�4. В связи с этим мы
оценили вклад суммарной фракции примесных
клеток в dPAPP�A�специфичную деградацию
IGFBP�4, наблюдаемую нами в первичной куль�
туре кардиомиоцитов, который составил при�
мерно 10–13% от общего уровня итогового про�
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СЕРЕБРЯНАЯ и др.

теолиза IGFBP�4 в случае культуры кардиомио�
цитов 70%�ной чистоты. В случае, когда чистота
культуры кардиомиоцитов достигала 90%, мож�
но предположить, что вклад суммарной фрак�
ции примесных клеток в dPAPP�A�специфич�
ную деградацию IGFBP�4 будет состав�
лять 3–4%. Таким образом, мы впервые проде�
монстрировали, что PAPP�A�специфичный про�
теолиз IGFBP�4 протекает в первичной культуре
неонатальных кардиомиоцитов крысы, и он ас�
социирован преимущественно с кардиомиоци�
тами, а не с примесными клетками. Интересным
фактом является то, что динамика накопления
NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в кондициониро�
ванных средах кардиомиоцитов и примесных
клеток различается. Вероятно, это связано с тем,
что состав кондиционированных сред в случае
обеих культур, которые представлены данными
типами клеток, также может быть разным. Кон�
диционированные среды кардиомиоцитов и
примесных клеток могут содержать компоненты
(например, различные протеазы), которые могут
по�разному влиять на стабильность NT�IGFBP�4
и CT�IGFBP�4 (особенно при длительных инку�
бациях) и, как следствие, на их детекцию с ис�
пользованием ФИА «сэндвич»�типа. Мы также
обнаружили, что для реализации протеолиза
IGFBP�4 в кондиционированной среде кардио�
миоцитов необходимо присутствие IGF�II, что
согласуется с данными литературы [29, 30]. Та�
ким образом, мы впервые показали возмож�
ность протекания dPAPP�A�специфичного про�
теолиза IGFBP�4 в первичной культуре кардио�
миоцитов крысы в норме и доказали, что наблю�
даемая нами PAPP�A�специфичная деградация
IGFBP�4 ассоциирована именно с кардиомио�
цитами, а не примесными клетками, что являет�
ся новыми данными, не представленными в ли�
тературе. Основываясь на литературных дан�
ных [4, 7, 27], можно предположить, что расщеп�
ление IGFBP�4 под действием dPAPP�A будет
приводить к разрушению комплекса IGFBP�4 с
IGF, высвобождению IGF и активации в мио�
карде таких процессов, как пролиферация, миг�
рация и клеточный рост. Регенеративные свой�
ства IGF хорошо изучены и описаны для широ�
кого спектра клеточных линий и активно ис�
пользуются для терапии различных заболева�
ний [43–45]. Следовательно, по аналогии с пре�
дыдущими исследованиями можно ожидать, что
высвобождение IGF в результате dPAPP�A�зави�
симого протеолиза IGFBP�4 может быть важ�
ным механизмом для поддержания жизнеспо�
собности кардиомиоцитов в норме.

В значительном количестве исследований
было показано, что экспрессия dPAPP�A и по�
вышенный уровень протеолиза IGFBP�4 ассо�

циированы с риском развития таких ССЗ, как
ИБС и ОКС, а также риском смертности у паци�
ентов после перенесенного инфаркта миокарда
и при острой СН [13–16, 39], однако механиз�
мы, лежащие в основе этих явлений, не исследо�
ваны. В этой связи важно было изучить возмож�
ные причины увеличения уровня протеолиза
IGFBP�4 при ССЗ. В настоящем исследовании
мы предположили, что одним из факторов, спо�
собствующих увеличению уровня протеолиза
IGFBP�4, может быть гипертрофическое изме�
нение сердечной мышцы, выражающееся в уве�
личении размеров кардиомиоцитов и ускорении
в них белкового синтеза в ответ на физиологи�
ческие или патологические стимулы. В нашей
работе нам удалось смоделировать гипертрофи�
ческий ответ на первичной культуре кардиомио�
цитов крысы с использованием эндотелина�1.
Данный подход хорошо описан в ряде исследо�
ваний [35–37]. После 24�часовой инкубации с
20 нМ эндотелином�1 кардиомиоциты сущест�
венно увеличивались в размерах и демонстриро�
вали значительное увеличение секреции маркё�
ра гипертрофии BNP, что согласуется с данны�
ми, описанными в литературе [36, 37]. Измерив
концентрации NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 в
кондиционированной среде кардиомиоцитов
после индукции гипертрофии, мы обнаружили,
что уровень протеолиза IGFBP�4 в кондицио�
нированной среде гипертрофированной культу�
ры в несколько раз превышает таковой в конт�
рольных негипертрофированных кардиомиоци�
тах. При этом в условиях индукции гипертро�
фии (инкубация с 20 нМ эндотелином�1 в тече�
ние 24 ч) в культуре кардиомиоцитов хоть и наб�
людается увеличение общего количества при�
месных клеток в 1,5 раза, усиления PAPP�A�спе�
цифичного протеолиза IGFBP�4 при этом не
происходит. Таким образом, повышение уровня
PAPP�A�специфичного протеолиза IGFBP�4
при гипертрофии связано исключительно с ги�
пертрофическими изменениями кардиомиоци�
тов, а не с воздействием эндотелина�1 на при�
месные клетки, содержащиеся в используемой
культуре. Эти данные впервые позволяют обоз�
начить взаимосвязь между возрастанием концен�
траций NT�IGFBP�4 и CT�IGFBP�4 и гипертро�
фическими изменениями кардиомиоцитов, ко�
торые, как упоминалось выше, сопровождают
многие ССЗ и проясняют функцию dPAPP�A в
миокарде в норме и при его гипертрофических
изменениях. По всей видимости, усиление
dPAPP�A�зависимого протеолиза IGFBP�4 при
гипертрофии будет приводить к повышенной по
сравнению с нормой активации IGF. Данные о
функциях IGF при патологиях миокарда доста�
точно противоречивы. С одной стороны, в ряде
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исследований подробно описаны кардиопро�
текторные свойства IGF при различных сердеч�
но�сосудистых патологиях, в том числе и при
гипертрофии [46–49]. В 2009 г. Vinciguerra et al.
[46] продемонстрировали, что оверэкспрессия
IGF�I в неонатальных кардиомиоцитах, переве�
дённых в гипертрофированное состояние, по�
вышает экспрессию кардиопротекторных генов
(генов, экспрессия которых ассоциирована с
низкой вероятностью возникновения ССЗ), та�
ких, как гены адипонектина, разобщающего
белка 1 (UCP�1) и металлотионеина 2. В 2018 г.
Yeves et al. [47] продемонстрировали, что IGF�1
обладает кардиопротекторным действием на
модели спонтанно гипертензивных крыс. В ис�
следованиях, проведённых Sui et al. [48] и
Lin et al. [49], оверэкспрессия IGF�II и IGF�I со�
ответственно улучшала функцию сердца после
инфаркта миокарда у мышей. С другой стороны,
в ряде исследований, напротив, показано, что
IGF является индуктором патологической гипер�
трофии кардиомиоцитов [50–53], т.е. можно
предположить, что его высвобождение в резуль�
тате dPAPP�A�специфичного протеолиза
IGFBP�4 при гипертрофии будет приводить к
ещё большему развитию гипертрофии. Таким
образом, обнаруженное нами усиление dPAPP�
A�зависимого протеолиза и, как следствие, воз�
можное высвобождение IGF при гипертрофи�
ческих изменениях кардиомиоцитов может, с
одной стороны, представлять собой потенци�
альный механизм для компенсации негативных
воздействий на клеточные процессы, вызван�
ные гипертрофией, а с другой стороны, напро�
тив, усиливать гипертрофические изменения.
Очевидно, что данная проблема требует даль�
нейшего изучения.

Таким образом, результаты, полученные в
настоящей работе, свидетельствуют о протека�
нии процессов dPAPP�A�зависимого протеоли�
за IGFBP�4 в кардиомиоцитах в норме и их ак�
тивизации в гипертрофированной ткани. Во�
первых, это позволяет предположить, что в сер�
дечной ткани в норме биодоступность IGF зави�

сит от экспрессии и ферментативной активнос�
ти PAPP�A, что может играть роль в регуляции
жизнеспособности кардиомиоцитов. Во�вто�
рых, усиление dPAPP�A�зависимого протеолиза
IGFBP�4 и, как следствие, высвобождения IGF
при гипертрофии может быть как механизмом
для компенсации негативных воздействий на
клеточные процессы, вызванные гипертрофи�
ческими изменениями, так и стимулировать эти
изменения. И, наконец, результаты данной ра�
боты позволяют установить взаимосвязь между
увеличением уровня протеолиза IGFBP�4 под
действием dPAPP�A и гипертрофическими из�
менениями кардиомиоцитов, сопровождающи�
ми некоторые ССЗ, которая раньше не была ис�
следована, и частично проясняют роль dPAPP�A
в миокарде в норме и при его патологических
изменениях. Активация dPAPP�A�зависимого
протеолитического расщепления IGFBP�4 при
гипертрофии кардиомиоцитов открывает воз�
можности для исследования не изученных ранее
механизмов развития различных ССЗ.
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IGFBP�4 PROTEOLYSIS BY PAPP�A IN A PRIMARY CULTURE
OF RAT NEONATAL CARDIOMYOCYTES IN NORMAL

AND HYPERTROPHIC CONDITIONS

D. V. Serebryanaya1*, D. A. Adasheva1, A. A. Konev2, M. M. Artemieva3,
I. A. Katrukha1,2, A. B. Postnikov1,2, N. A. Medvedeva3, and A. G. Katrukha1,2

1 Department of Biochemistry, Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University,
119234 Moscow, Russia; E>mail: dariaserebryanaya@gmail.com

2 HyTest Ltd, 20520 Turku, Finland
3 Department of Human and Animal Physiology, Faculty of Biology,

Lomonosov Moscow State University, 119234 Moscow, Russia

Cardiovascular disease (CVD) is one of the leading causes of death and disability worldwide. Pregnancy�associated
plasma protein�A (PAPP�A) is a matrix metalloprotease localized on the cell surface. One of the substrates that
PAPP�A cleaves is IGFBP�4 (insulin�like growth factor binding protein�4), a member of the family of proteins that
bind IGF (insulin�like growth factor). Proteolysis of IGFBP�4 by PAPP�A occurs at a specific site, results in forma�
tion of two proteolytic fragments – N�terminal (NT�IGFBP�4) and C�terminal (CT�IGFBP�4) – and leads to the
release of IGF, which activates various cellular processes including migration, proliferation, and cell growth. An
increased levels of proteolytic IGFBP�4 fragments correlate with the development of complications and the risk of
death of patients with such CVD as coronary heart disease, acute coronary syndrome, and heart failure. However,
there is no direct evidence of the PAPP�A�specific proteolysis of IGFBP�4 in cardiac tissue in normal and patholog�
ical conditions. In the present study, using a model of a primary culture of rat neonatal cardiomyocytes, we have
demonstrated that (i) proteolysis of IGFBP�4 by PAPP�A occurs in the conditioned medium of cardiomyocytes,
(ii) an increase of PAPP�A�specific IGFBP�4 proteolysis is observed when cardiomyocytes are transferred to a hyper�
trophic state. Thus, it can be assumed that the enhancement of IGFBP�4 cleavage and hypertrophic changes in car�
diomyocytes accompanying CVD are interrelated, and PAPP�A appears to be the one of the activators of IGF�depen�
dent processes in normal and hypertrophic cardiomyocytes.

Keywords: cardiovascular diseases, heart failure, cardiomyocytes, primary culture, proteolysis, PAPP�A, IGFBP�4,
hypertrophy, endothelin�1
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В обзоре рассмотрен патогенез заболеваний, сопряжённых с развитием окислительного стресса, таких как:
атеросклероз, диабет и лучевая болезнь. Обсуждаются возможности терапевтического использования низ"
комолекулярных природных и синтетических антиоксидантов для коррекции свободнорадикальных пато"
логий. Основное внимание в обзоре уделено роли двух филогенетически близких семейств гидропероксид"
восстанавливающих антиоксидантных ферментов: пероксиредоксинов и глутатионпероксидаз. Обсуждает"
ся роль этих ферментов в противодействии окислительному стрессу, а также рассматривается их участие в
предупреждении свободнорадикальных патологий. Представлены примеры успешного применения экзо"
генных рекомбинантных ферментов"антиоксидантов в качестве терапевтических агентов при лечении па"
тологических состояний, связанных со свободнорадикальными процессами. Обсуждаются перспективы
дальнейших исследований экзогенных ферментов"антиоксидантов, а также способы улучшения их тера"
певтических свойств.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: активные формы кислорода, дикарбонилы, лучевая болезнь, атеросклероз, диабет,
пероксиредоксины, глутатионпероксидазы.

DOI: 10.31857/S0320972521110038

РОЛЬ ГЛУТАТИОНПЕРОКСИДАЗ И ПЕРОКСИРЕДОКСИНОВ
ПРИ СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫХ ПАТОЛОГИЯХ

Обзор

© 2021 М.Г. Шарапов1*, С.В. Гудков2,3,4, В.З. Ланкин5, В.И. Новоселов1

СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫЕ ПАТОЛОГИИ

В настоящее время общепринято, что мно"
гие заболевания связаны с нарушением окисли"
тельно"восстановительного гомеостаза, в част"
ности, с активацией свободнорадикальных про"
цессов в тканях. К патологиям такого рода мож"
но отнести: лучевую болезнь, сердечно"сосудис"
тые заболевания (гипертония, инсульт, ин"
фаркт), диабет, бронхолёгочные патологии, зло"
качественные новообразования, нейродегене"

ративные болезни и т.д. [1, 2]. Для всех указан"
ных патологий характерны следующие призна"
ки: 1) увеличение концентрации в клетках и тка"
нях свободных радикалов (СР), активных форм
кислорода (АФК) и активных форм азота (АФА,
которые также обозначаются как РФА – реак"
тивные формы азота); 2) повышенный уровень
содержания продуктов свободнорадикального
окисления биомакромолекул; 3) интенсифика"
ция собственной биолюминесценции тканей и
клеток; 4) уменьшение содержания в клетках и
тканях тушителей (скавенджеров) радикалов и
антиоксидантов (включая снижение активности
антиоксидантных ферментов); 5) наличие ха"
рактерных клинических синдромов (снижение
фертильности, хрупкость сосудов, ослабление
реакции на внешние раздражители, вялость,
сниженная гемолитическая устойчивость эри"
троцитов, преобладание катаболических про"
цессов над анаболическими, преждевременное
старение и т.п.); 6) возможность моделирования

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФА – активные формы
азота; АФК – активные формы кислорода; ЛНП – липо"
протеины низкой плотности; МДА – малоновый диальде"
гид; ПОЛ – перекисное окисление липидов; СР – свобод"
ный радикал; CHO – клетки яичника китайского хомячка;
GPx – глутатионпероксидаза; LOOH – липогидроперок"
сид; NO• – оксид азота; Prx (Prdx) – пероксиредоксин;
RCS – активные карбонильные соединения; SOD – супе"
роксиддисмутаза.

* Адресат для корреспонденции.



ШАРАПОВ и др.

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  11  2021

1636

СР"патологии за счёт индукции генерации СР,
АФК/АФА в биологической системе; 7) при СР"
патологии выраженный профилактический или
лечебный эффекты оказывают препараты анти"
оксидантного действия. Таким образом, основ"
ным признаком свободнорадикальной патоло"
гии является нарушение регуляции СР"процес"
сов в клетке, а именно: дисбаланс в системах ге"
нерации и утилизации АФК/АФА [3].

Окислительный стресс. Окислительный
стресс – нарушение окислительно"восстанови"
тельного гомеостаза в биологических системах,
в результате которого уровень образующихся
окислителей (в первую очередь – АФК) превос"
ходит возможности антиоксидантной системы.
Образующиеся в ходе окислительного стресса
АФК способны модифицировать все важней"
шие макромолекулы (нуклеиновые кислоты,
белки и липиды), что приводит к нарушению их
структуры и функции и в конечном счёте – ги"
бели клетки [4]. Окислительный стресс сопро"
вождается образованием не только АФК, но и
некоторых других «побочных» продуктов СР"
окисления, таких как: нитрозилы (АФА) и кар"
бонилы, которые, в свою очередь, при превы"
шении предельной концентрации вызывают
развитие нитрозивного и карбонильного стрес"
са соответственно [5]. Таким образом, окисли"
тельный стресс можно считать триггером каска"
да патологических процессов и связующим зве"
ном карбонильного и нитрозивного стрессов.

Карбонильный стресс. Карбонильный стресс
представляет собой острое или хроническое уве"
личение количества активных карбонильных
соединений (reactive carbonyl species – RCS), ве"
дущее к повреждению/гибели клетки. Природ"
ные RCS представлены широким спектром сое"
динений, которые содержат одну или несколько
карбонильных групп. На сегодняшний день
идентифицировано более двух десятков RCS,
участвующих в развитии карбонильного стрес"
са. К наиболее известным RCS относятся: α", β"
ненасыщенные альдегиды (акролеин, кротоно"
вый альдегид), диальдегиды (малоновый диаль"
дегид (МДА), глиоксаль) и кето"альдегиды (ме"
тилглиоксаль, рибозон, глюкозон, 3"дезокси"
глюкозон). Эндогенные RCS образуются в каче"
стве промежуточных продуктов в ферментатив"
ных процессах гликолиза, окисления аминокис"
лот в результате гликирования (сахароаминная
конденсация или реакция Майяра) и липидной
пероксидации. Следует отметить, что дикарбо"
нилы (такие как малоновый диальдегид) образу"
ются в качестве вторичных продуктов окисле"
ния, при окислительной деструкции липогидро"
пероксидов (LOOH) – первичных молекуляр"
ных продуктов СР"окисления полиеновых ли"

пидов [5]. Таким образом, окислительный
стресс с неизбежностью переходит в карбониль"
ный стресс. По сравнению с АФК карбониль"
ные соединения относительно стабильны. Отсут"
ствие заряда на молекуле RCS и относительно
большое время жизни (часы) позволяют им
диффундировать через клеточную мембрану и
атаковать мишени далеко от места продукции.
RCS обладают высокой реакционной способ"
ностью, атакуя в биологических макромолеку"
лах аминогруппы, гуанидины, тиолы, имидазо"
лы, гидроксильные группы, пуриновые и пири"
мидиновые основания. Воздействие RCS приво"
дит к необратимым изменениям в структуре
белков, нуклеиновых кислот и фосфолипидов,
вызывая нарушение их функции в клетке [5].

Карбонильные соединения, по аналогии
с АФК, играют двойную роль в клетке: в норме
они участвуют в сигнальных и защитных про"
цессах, а при повышенном уровне приводят к
необратимым повреждениям [6]. Например,
нейтрофилы (с участием миелопероксидазы)
продуцируют ненасыщенные альдегиды, такие
как гликолевый альдегид, 2"гидроксипропаналь
и акролеин, которые подавляют рост патоген"
ных микроорганизмов [7]. Метилглиоксаль мо"
жет подавлять рост злокачественных клеток и
ряда патогенных бактерий [8]. В клетках суще"
ствует специализированная система катаболиз"
ма RCS, включающая следующие классы фер"
ментов: альдегиддегидрогеназы, альдегидредук"
тазы и глутатион"S"трансферазы. Вероятно, наи"
большее значение во внутриклеточной нейтра"
лизации альдегидов имеет процесс их фермента"
тивной конъюгации с глутатионом в глутатион"
S"трансферазной реакции. Однако экстремаль"
ное накопление RCS (возникающее при дли"
тельном карбонильном стрессе), превышающее
возможности «антикарбонильной» защиты,
приводит к цитотоксическим и генотоксичес"
ким эффектам и является причиной развития
множества патологических состояний, таких
как сахарный диабет, атеросклероз, сердечно"
сосудистые и нейродегенеративные заболева"
ния, хроническая обструктивная болезнь лёгких
и др. [5, 6].

Нитрозивный стресс. Нитрозивный и окис"
лительный стресс тесно связаны, и их разделе"
ние может быть достаточно условным. Образую"
щиеся в ходе окислительного стресса АФК реа"
гируют с оксидом азота (NO•) с образовани"
ем АФА. По аналогии с АФК превышение поро"
гового уровня АФА приводит к повреждениям
клетки и развитию нитрозивного стресса.

В биологических системах NO• образуется
из аминокислоты L"аргинина в результате реак"
ции (L"аргинин + NADPH2 + O2 → NO• +
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+ L"цитруллин), которую катализируют фер"
менты NO"синтазы [9]. У млекопитающих изве"
стно 3 изоформы NO"синтаз (2 конститутивных
и 1 индуцибельная), которые отличаются расп"
ределением в тканях/клетках, особенностями
активации и ингибирования. Конститутивные
изоферменты называют по типу ткани, в кото"
рой они впервые были обнаружены: нейрональ"
ная NO"синтаза (nNOS) и эндотелиальная NO"
синтаза (eNOS). nNOS содержится во многих
тканях, но в большем количестве она представ"
лена в тканях центральной и периферической
нервной системы [9]. Изофермент eNOS присут"
ствует преимущественно в клетках эндотелия
кровеносных сосудов. Конститутивные nNOS и
eNOS присутствуют в цитоплазме клеток, их ак"
тивность зависит от уровня кальция в цитоплаз"
ме. В ответ на стимуляцию конститутивные
nNOS и eNOS синтезируют небольшое количе"
ство NO• (пикомоли). Индуцибельная iNOS в
нормальных условиях практически не экспрес"
сируется и обнаруживается только после стиму"
ляции провоспалительными цитокинами (IL"1,
TNFα, INFγ и др.) или в условиях окислитель"
ного стресса. В отличие от конститутивных изо"
форм iNOS продуцирует NO• на 3 порядка боль"
ше (наномоли), и её активность не зависит от
ионов Са2+ [9].

NO• не имеет заряда, однако легко окисляет"
ся или восстанавливается с образованием NO+ и
NO– соответственно. NO хорошо растворим в
воде (при 20 °С растворимость 46 мл в 1 литре во"
ды), его молекулы легко диффундируют в биоло"
гических средах. Радиус диффузии свободного
NO (вне комплекса) около 0,1 мм. Среднее время
жизни NO• в биологических тканях 5–6 с, в фи"
зиологическом растворе – 6–30 с, в деоксигени"
рованной воде NO• сохраняется в течение не"
скольких суток. Кроме того, NO• образует ста"
бильные комплексы с гемоглобином и сыворо"
точным альбумином и таким образом может
транспортироваться в организме, причём время
существования таких комплексов в организме
млекопитающих может достигать десятков ми"
нут [10, 11]. Повреждающее действие NO• во
многом зависит от образования таких его мета"
болитов, как: диоксида (NO2) и триоксида азота
(N2O3), нитрита (NO2

−), нитрата (NO3
−) и перок"

синитрита (ONOO−). Продукция высоких конце"
нтраций NO• (продуцируемая iNOS) в условиях
окислительного стресса приводит к образованию
высокотоксичного пероксинитрита (O2

•− + NO• →
→ ONOO−). Период полураспада пероксинитри"
та короткий (~10–20 мс), но достаточен для пе"
ресечения биологических мембран, диффузии от
одного до двух диаметров клеток и обеспечения
взаимодействия с наиболее важными биомоле"

кулами. Пероксинитрит способен окислять ли"
пиды, белки (преимущественно остатки Cys, Met
и Tyr) и нуклеиновые кислоты (атакуя как осно"
вания, так и сахаро"фосфатный остов, что при"
водит к одноцепочечным разрывам). Кинетичес"
кие исследования показали, что пероксинитрит
окисляет молекулы посредством двух механиз"
мов. Во"первых, пероксинитрит и его протони"
рованная форма – пероксиазотистая кислота
(ONOOH), время полураспада которой около 1 с
[12], напрямую окисляют молекулы посредством
одно" или двухэлектронного окисления. Второй
механизм опосредован образованием высокоре"
активных радикалов [13]. Пероксинитрит может
образовывать гидроксильный радикал (HO•) и
радикал диоксида азота (NO2

•) при гомолитичес"
ком разложении пероксиазотистой кислоты
(ONOO− + Н+ → ONOOH → HO• + NO2

•). Одна"
ко образование HO• по этому механизму, вероят"
но, играет лишь незначительную роль in vivo из"
за особенно быстрой реакции пероксинитрита с
диоксидом углерода (CO2). Прямая реакция пе"
роксинитрита с CO2 даёт нестабильный продукт
нитрозопероксикарбонат (ONOOCO2

−), который
быстро распадается на CO3

•− (карбонатный ради"
кал) и NO2

•. Поскольку содержание углекислого
газа в клетках составляет около 1 мМ (примерно
в 10 000 раз больше, чем количество ионов водо"
рода), образование карбонатных радикалов про"
исходит in vivo с большей вероятностью, чем гид"
роксильного радикала из ONOOH. Карбонатный
радикал более селективен, чем гидроксильный
радикал, но инициирует многие повреждающие
реакции, обычно приписываемые гидроксиль"
ному радикалу в биологической литературе, и,
возможно, более значим как биологический
окислитель [10].

В норме пероксинитрит образуется макрофа"
гами (с участием iNOS и NAD(P)H"оксидаз) и
участвует в антимикробной и противоопухоле"
вой активности иммунной системы [14]. В насто"
ящее время только для пероксиредоксинов и се"
лен"содержащих глутатионпероксидаз показана
способность нейтрализовать пероксинитрит [15].

Таким образом, окислительный, карбониль"
ный и нитрозивный стрессы тесно взаимосвяза"
ны, так или иначе участвуя в стимуляции некро"
за и апоптоза клеток. По"видимому, в реальных
условиях процессы окисления, карбонилирова"
ния и нитрозилирования протекают одновре"
менно.

ЛУЧЕВАЯ БОЛЕЗНЬ

Лучевая болезнь является наиболее извест"
ной и хорошо изученной свободнорадикальной
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патологией. Под лучевой болезнью понимают
определенный комплекс проявлений поражаю"
щего действия ионизирующих излучений на ор"
ганизм в дозе свыше 1 Гр. Симптоматика луче"
вой болезни зависит от нескольких факторов:
вида ионизирующего излучения (рентгеновское
излучение, γ"излучение, β"излучение, α"части"
цы и т.д.), локализации облучаемого участка те"
ла (общее/тотальное или местное), локализации
источника излучения (внешнее или инкорпори"
рованное), равномерности облучения (равно"
мерное или неравномерное) и времени облуче"
ния (однократное, повторное, пролонгирован"
ное, хроническое облучение) [16, 17]. В 1954 г.
Gerschman et al. [18] предположили, что токси"
ческое действие кислорода и радиоактивного
излучения имеют общий механизм действия,
который обусловлен образованием свободнора"
дикальных молекул. Позже исследование меха"
низмов лучевой болезни явилось первым дока"
зательством патофизиологического эффекта
свободных радикалов in vivo [19]. В настоящее
время угроза лучевой болезни сохраняется на
объектах, связанных с техногенными источни"
ками ионизирующих излучений (АЭС, ускори"
тели и т.п.) и при лучевой терапии рака (при об"
лучении опухолей могут поражаться соседние
здоровые ткани пациента).

Механизм действия ионизирующего излуче@
ния. Ионизирующее излучение – это потоки
фотонов, элементарных частиц или осколков
деления атомов, способных ионизировать веще"
ство. Ионизация сопровождается превращени"
ем нейтральных атомов или молекул в ионы или
радикалы (рис. 1).

Ионизирующее излучение имеет прямое и
непрямое воздействие на живые организмы.
Прямое воздействие включает повреждение био"
логических молекул за счёт непосредственного
контакта c квантом или частицей ионизирую"
щего излучения. Непрямое воздействие ионизи"
рующего излучения связано с образованием в
клетке продуктов радиолиза воды (СР, АФК) и
различных вторичных продуктов СР"окисления
(гидропероксиды, нитрозилы, дикарбонилы
и др.). На 100 электрон"вольт поглощённой
энергии ионизирующего излучения в водной
среде в среднем образуется: 2,4 гидроксильных
радикала HО•, 2,8 сольватированных электро"
нов, 0,4 атома водорода, 0,8 молекул H2O2 и дру"
гих соединений [20]. Примечательно, что поми"
мо генерирования СР и АФК, вызванного иони"
зирующим излучением (экзогенный источник),
после облучения наблюдается рост эндогенных
АФК (преимущественно митохондриальных),
который связан с нарушением функции элект"
рон"транспортной цепи митохондрий (утечка

электронов на кислород и генерация суперок"
сидного анион"радикала O2

•−) и активацией ряда
оксидаз: NAD(P)H"оксидаз (NOX), моноами"
ноксидаз (MAO), ксантиноксидаз (XO), цикло"
оксигеназ (COX), миелопероксидазы (MPO),
NO"синтаз (NOS) и др. Рост уровня СР и
АФК/АФА (вызванный как экзогенными, так и
эндогенными факторами) приводит к развитию
окислительного стресса в облучённых тканях.
Развитие окислительного стресса сопровожда"
ется массовой гибелью активно делящихся кле"
ток (особенно клеток костного мозга, половых
желёз, эпителия кишечника и бронхов), причём
это может быть как программируемая гибель
(апоптоз, пироптоз), так и некроз в зависимости
от дозы облучения [21].

При действии ионизирующей радиации ско"
рость образования АФК и вторичных продуктов
СР"окисления зачастую значительно превыша"
ет способность живых клеток к их элиминации,
что приводит к массовому повреждению нуклеи"
новых кислот, белков и липидов. Повреждение
биомакромолекул является одной из основных
причин пострадиационной гибели. На практике
для предотвращения пагубных последствий
действия ионизирующей радиации используют
радиозащитные препараты. По способу приме"
нения и механизму действия можно выделить
три основных класса радиозащитных соедине"
ний: 1) соединения, предотвращающие радиа"
ционное поражение – радиопротекторы (при"
меняются до облучения); 2) соединения, стиму"
лирующие пострадиационное восстановление –
радиомитигаторы (применяются после облуче"
ния на ранних стадиях до клинических проявле"
ний острого лучевого поражения); 3) терапевти"
ческие соединения, которые применяются пос"
ле проявления первых клинических признаков
острой лучевой болезни. К 1"му классу можно
отнести низкомолекулярные антиоксиданты
(полифенолы, некоторые витамины, сульфгид"
рильные соединения и т.п.), ферменты"антиок"
сиданты, индукторы синтеза антиоксидантов,
соединения, вызывающие гипоксию и т.д. Ко
2"му и 3"му классам относятся большое количе"
ство соединений, влияющих на пострадиацион"
ное восстановление: стимуляторы гемопоэза,
иммуномодуляторы и т.д. (преимущественно
цитокины, гормоны) [22]. Радиозащитные со"
единения представлены достаточно гетероген"
ной группой соединений, которые отличаются
по структуре, механизму действия и эффектив"
ности. Более подробно с основными классами
радиозащитных соединений можно ознако"
миться в обзорных работах [23–25]. Также сле"
дует отметить, что наиболее чувствительны к
воздействию ионизирующего излучения актив"
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но делящиеся клетки (эпителиальные, стволо"
вые и эмбриональные), поэтому именно этот
тип клеток особенно нуждается в радиозащите.
В настоящее время разработка новых эффектив"

ных радиозащитных препаратов, направленных
в первую очередь на сохранение этих типов тка"
ней, остаётся важной и актуальной задачей. При
этом особый интерес вызывает направление по

Рис. 1. Механизм действия ионизирующего излучения: прямое (ионизация макромолекул) и непрямое воздействие (гене"
рация АФК). Радиозащитная роль пероксиредоксинов – Prx (эндогенных и экзогенных) и глутатионпероксидаз – GPx, ко"
торые представлены во всех компартментах клетки, осуществляется через подавление свободнорадикальных реакций (от"
мечено линией с точкой). Стимулирующий эффект отмечен стрелкой. Опосредованный эффект (стимуляция сигнального
каскада, пересечение плазматической мембраны) отмечен пунктирной стрелкой. Представлена реакция радиолиза воды, а
также основные продукты радиолиза органических молекул: липидные радикалы (LOO•, LO•, L•), алкильные радика"
лы (R•), алкоксильные радикалы (RO•), гидропероксильные радикалы (ROO•) и радикалы белков (P•). Основные субстра"
ты GPx и Prx: липогидропероксиды (LOOH), алкилгидропероксиды (ROOH), пероксид водорода (H2O2), пероксинит"
рит (ONOO−). В условиях окислительного стресса 2"Cys Prx (Prx1–4) проявляют шаперонную активность, которая препят"
ствует денатурации и агрегации белков. Повреждения ДНК: ОР – одноцепочечные разрывы, ДР – двуцепочечные разры"
вы, 8"oxG – 8 оксо"гуанин. ЭТЦ – электрон"транспортная цепь митохондрий. NAD(P)H"оксидазы (NOX), циклооксиге"
назы (COX), ксантиноксидазы (XO), NO"синтазы (NOS). Отмечены основные сигнальные пути клетки (TLR4/NF"κB,
Keap"1/Nrf2, ASK"1/AP"1), которые активируются при действии ионизирующего излучения и на которые влияют Prx и GPx
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созданию радиопротекторов на основе фермен"
тов"антиоксидантов [22], т.к. они отличаются
низкой токсичностью и высокой эффектив"
ностью (см. далее).

Роль глутатионпероксидаз в радиозащитном
ответе. В ответ на действие ионизирующего из"
лучения и рост уровня АФК в клетке происходит
адаптивная индукция синтеза ферментов"анти"
оксидантов. В частности, в клетках яичника ки"
тайского хомячка (CHO) после облучения наб"
людается мощная индукция экспрессии генов
супероксиддисмутаз (Mn"SOD, Cu/Zn"SOD) и
глутатионпероксидаз (GPx). Суперэкспрессия
указанных генов (достигаемая трансфекцией
клеток экспрессирующими векторами с соответ"
ствующими генами) приводит к росту радиоре"
зистентности клеток. Так, после облучения
рентгеновскими лучами дозой 10 Гр выживае"
мость трансфецированных клеток CHO (с супер"
экспрессией GPx) выросла на 40% по сравне"
нию с исходными клетками [26]. Кроме того, в
экспериментах с клетками CHO AA8 было обна"
ружено, что внесение соединений селена в куль"
туральную среду приводило к существенному
росту (в 4 раза) активности GPx, увеличению ра"
диорезистентности клеток и снижению уровня
радиационно"индуцированных мутаций [27, 28].
В то же время в других экспериментах было по"
казано, что рост экспрессии GPx в клетках лим"
фобластомы человека (Sup"T1) и китайского хо"
мячка (CHO AA8) приводит к увеличению ак"
тивности этого фермента в 8 и 30 раз соответ"
ственно, но радиорезистентность при этом ме"
няется незначительно [29]. Снижение уровня
эндогенных глутатионпероксидаз до 17% (выз"
ванное диетой с дефицитом селена) и глутатио"
на до 3–4% (вызванное комбинацией ингибито"
ров бутионинсульфоксимина и диэтилмалеата)
снижает радиорезистентность клеток почек мы"
ши примерно в 1,4 раза [28, 30].

Таким образом, глутатионпероксидазы, не"
сомненно, играют важную роль в радиорезистент"
ности клеток животных, которая в первую оче"
редь связана с их антиоксидантной актив"
ностью. Для GPx показана высокая пероксидаз"
ная активность и наиболее эффективный меха"
низм катализа среди пероксидаз (особенно для
селен"содержащих GPx), позволяющий восста"
навливать пероксид водорода или органические
гидропероксиды до воды или соответствующих
спиртов (рис. 1), в широком диапазоне концент"
раций [31]. Cуперэкспрессия GPx позволяет эф"
фективно элиминировать возникшие после об"
лучения гидропероксиды и зачастую приводит к
росту радиорезистентности клеток, что особен"
но характерно для различных форм раковых
клеток [32]. Например, в радиорезистентных

клетках глиобластомы человека U251 актив"
ность GPx примерно в 4 раза выше, чем в исход"
ных глиальных клетках [33]. Тем не менее роль
глутатионпероксидаз в канцерогенезе неодно"
значна, т.к. для некоторых изоформ (GPx1,
GPx3, GPx4) показана онкосупрессорная, а для
других (GPx2) онкогенная роль [32].

Роль пероксиредоксинов в радиозащитном от@
вете. Высокая радиозащитная способность се"
мейства пероксиредоксинов была показана в се"
рии экспериментов на животных и клеточных
моделях. Установлено, что при воздействии
рентгеновского излучения на кожу крыс проис"
ходит рост уровня пероксиредоксинов в клет"
ках [34]. Рентгеновское облучение семенников
мыши приводит к многократному усилению
экспрессии генов PRDX1 и PRDX2 [35]. Кроме
того, было показано, что у облучённых мышей
значительно возрастает уровень Prx1 и Prx2 в
мозгу [36], а в печени и селезёнке значительно
возрастает уровень Prx6 [37].

Было обнаружено, что многие линии рако"
вых клеток, обладающие высокой устойчи"
востью к действию ионизирующего излучения,
имеют высокий уровень экспрессии пероксире"
доксинов. Например, установлена ведущая роль
Prx2 в радиоустойчивости клеток рака прямой
кишки (HCT116, Caco"2, T84 и LoVo) и молоч"
ной железы (MCF+FIR3) человека [38, 39]. При
агрессивной радиорезистентной форме рака
мозга (глиобластоме) наблюдается высокий
уровень экспрессии PRDX4. Значительное повы"
шение уровня Prx6 обнаружено при различных
формах рака (мозга, лёгких, молочной железы
и т.д.), многие из которых обладают высокой ра"
диоустойчивостью [40].

В экспериментах in vitro и in vivo было показа"
но, что подавление экспрессии генов PRDX1–6 в
раковых клетках приводило к потере их радио"
резистентности [38, 41–45], что позволяет рас"
ценивать их в качестве потенциальных мишеней
при радиотерапии рака [46]. Так, подавление
экспрессии PRDX2 существенно снижало устой"
чивость раковых клеток Caco"2 и MCF+FIR3 к
действию радиации [38, 39]. Нокдаун PRDX4 в
раковых клетках приводит к повышению
чувствительности клеток к действию ионизиру"
ющего излучения, подавлению роста и метаста"
зирования опухолей [47]. Нокдаун PRDX6 подав"
ляет рост клеток (A549 и NCI"H460) и стимули"
рует апоптоз [48], а нокдаун PRDX6 в клетках
эмбриональных фибробластов мыши 3Т3 сни"
жает их устойчивость к действию рентгеновско"
го излучения на 40–50% [49].

Радиозащитное действие эндогенных перок"
сиредоксинов реализуется благодаря их способ"
ности восстанавливать широкий спектр неорга"
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нических и органических пероксидов, а также их
участию в сигнально"регуляторных путях клет"
ки, опосредованных гидропероксидами и через
образование межмолекулярных дисульфидных
связей с регуляторными белками [40]. Кроме то"
го, в условиях окислительного стресса 2"Cys пе"
роксиредоксины (Prx1–4) проявляют шаперон"
ную активность, которая препятствует инакти"
вации и агрегации белков, тем самым сохраняя
жизненно важные функции клетки [40].

СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫЕ ПАТОЛОГИИ
СЕРДЕЧНО@СОСУДИСТОЙ СИСТЕМЫ

Болезни системы кровообращения являются
главной причиной смертности от неинфекци"
онных болезней в различных странах. В России
её показатели составляют в среднем 55% от об"
щей смертности, при этом в 90% случаев причи"
ной являются ишемическая болезнь серд"
ца (ИБС) и инсульт мозга. Известно, что как с
морфологической, так и с патогенетической
точки зрения решающую роль в формировании
ИБС и инсульта играет атеросклероз. К настоя"
щему моменту накоплены многочисленные дан"
ные, указывающие на ведущую роль процесса
перекисного окисления липидов (ПОЛ) в ини"
циации и развитии сердечно"сосудистых забо"
леваний атеросклеротического генеза [50].

Атеросклероз. Атеросклероз – хроническое
заболевание артерий, сопровождающееся обра"
зованием атероматозных бляшек на стенке сосу"
дов, суживающих их просветы и способствую"
щих тромбообразованиям и нарушениям крово"
тока. Предположение о том, что свободноради"
кальные процессы играют важную роль в пато"
генезе атеросклероза были высказаны ещё в
конце 50"х годов прошлого века, тем не менее
конкретные данные, подтверждающие увеличе"
ние содержания первичных молекулярных про"
дуктов СР"окисления (гидропероксидов) в со"
судистой стенке при атерогенезе, были получе"
ны лишь через два десятилетия [50, 51]. В насто"
ящее время общепринято, что атеросклероз яв"
ляется свободнорадикальной патологией [52].
Было показано, что активация СР"процессов
после тотального облучения мышей рентгеновс"
ким излучением приводит к образованию в со"
судах бляшек, подобных атеросклеротичес"
ким [53]. Применение антиоксидантов в экспе"
риментальных моделях предотвращало образо"
вание атеросклеротических бляшек и снижало
риск возникновения заболевания [52]. Одним
из ведущих факторов, играющих важную роль в
этиологии и патогенезе атеросклероза, является
накопление окисленных липопротеинов низкой

плотности (ЛНП). Гиперлипидемия, сопровож"
дающая развитие атеросклероза, создает усло"
вия для значительного увеличения содержания
субстрата окисления – полиеновых липидов в
крови, что неизбежно должно приводить к уве"
личению скорости их СР"окисления [50, 51].
В работах, выполненных в Кардиологическом
центре РАМН, впервые было показано, что в
крови и атеросклеротически поврежденной
стенке сосудов больных атеросклерозом обнару"
живается существенное увеличениe содержания
молекулярных продуктов СР"окисления – ли"
погидропероксидов, преимущественно 13"гид"
ропероксилинолеата [51]. При детальном ана"
лизе методом ВЭЖХ на колонке с хиральной
фазой по соотношению стереоизомеров удалось
установить, что выявляемые при атеросклерозе
LOOH в тканях образуются исключительно в ре"
зультате неферментативного ПОЛ [50, 51]. Од"
новременно у больных атеросклерозом было об"
наружено снижение активности утилизирующе"
го LOOH фермента – эритроцитарной Se"содер"
жащей глутатионпероксидазы (GPx), причём в
повреждённой при атеросклерозе стенке сосу"
дов также наблюдали уменьшение активности
GPx и Cu/Zn"супероксиддисмутазы (Cu/Zn"
SOD), прогрессирующее с нарастанием степени
атеросклеротического повреждения [5]. Было
показано, что у больных атеросклерозом ЛНП
значительно более окислены, чем частицы ЛНП
практически здоровых людей [50]. Окисление
ЛНП в плазме крови может происходить как пу"
тём многоступенчатой активации различных
оксидаз (NAD(P)H"оксидазы, ксантиноксида"
зы, NO"синтазы, липоксигеназы и миелоперок"
сидазы), так и за счёт автоокисления при ката"
лизе ионами металлов переменной валентности
на фоне снижения антиоксидантной защиты.
Известно, что СР"окисление углеводородов
протекает двухстадийно, причём на первой ста"
дии образуются первичные молекулярные про"
дукты СР"окисления – нестойкие гидроперок"
сиды, которые подвергаются дальнейшей окис"
лительной деструкции с образованием карбо"
нильных соединений. Таким образом, окисли"
тельный стресс при атерогенезе, характеризую"
щийся резким увеличением содержания LOOH
в тканях, неизбежно переходит в карбонильный
стресс, сопровождающийся накоплением вто"
ричных продуктов ПОЛ, таких как гидроксино"
ненали и МДА [5]. Альдегидные группы МДА
способны легко реагировать с аминогруппами
биополимеров (включая нуклеиновые кисло"
ты), вследствие чего МДА может проявлять
свойства природного мутагена. МДА также мо"
жет вызывать модификацию белков, образуя
внутри" и межмолекулярные сшивки в их моле"
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кулах. В частности, было показано, что МДА
способен модифицировать аполипопротеин
В"100 частиц ЛНП [5]. Окислительно модифи"
цированные частицы ЛНП, взаимодействуя со
скавенджер"рецепторами макрофагов стенки
сосудов, эффективно захватываются этими
клетками и накапливаются в их липидных вакуо"
лях. Вследствие этого макрофаги превращаются
в так называемые «пенистые клетки», образуя
липидные кластеры (зоны липоидоза) – первич"
ные предатеросклеротические повреждения
стенки сосудов. Было установлено, что фермен"
тативное окисление полиеновых ацилов фосфо"
липидов наружного слоя частиц ЛНП не вызы"
вает увеличения скорости захвата ЛНП культи"
вируемыми макрофагами, тогда как МДА"моди"
фицированные ЛНП поглощаются этими клет"
ками с экстремально высокой эффективностью.
Из этого следует, что ведущую роль в атероген"
ном повреждении стенки сосудов играют не
окисленные ЛНП (обогащённые LOOH"произ"
водными фосфолипидов в наружном слое час"
тиц), а частицы ЛНП, включающие МДА"моди"
фицированный апопротеин В"100 [54]. Кроме
того, в последние годы стало понятно, что окис"
ленные ЛНП (по всей видимости, карбонил"мо"
дифицированные ЛНП) играют важную роль в
развитии дисфункции эндотелия [55]. Скавенд"
жер"рецептор эндотелиоцитов LOX"1 может
взаимодействовать с частицами окислительно"
модифицированных ЛНП, и этот комплекс вы"
зывает экспрессию NAD(P)H"оксидазы, кото"
рая генерирует O2

•−, вызывая повреждение эндо"
телиальных клеток, выстилающих внутреннюю
поверхность сосудов. Следовательно, началь"
ные стадии дисфункции эндотелия сосудов –
процесса, играющего ведущую роль в атерогене"
зе, напрямую зависят от образования окисли"
тельно"модифицированных ЛНП. Следует от"
метить, что широкое использование в послед"
ние годы антиатерогенных холестерин"снижаю"
щих препаратов из класса ингибиторов β"гид"
рокси"β"метилглутарил"коэнзим А редуктазы
(статинов) вызывает необходимость дополни"
тельной защиты ЛНП от окисления [19]. Стати"
ны ингибируют не только биосинтез холестери"
на, но и синтез коэнзима Q, восстановленная
форма которого защищает наружный фосфоли"
пидный монослой частиц ЛНП от окисления,
таким образом, при терапии статинами защита
частиц ЛНП от окисления должна быть ослаб"
лена. Увеличение окисляемости ЛНП при тера"
пии статинами было подтверждено нами экспе"
риментально [19], причём дотации коэнзима Q
или синтетического фенольного антиоксиданта
пробукола полностью нивелировали негативное
действие статинов по индукции СР"окисления

ЛНП in vivo [19]. Коэнзим Q, следовательно, иг"
рает ведущую роль в защите частиц ЛНП от СР"
окисления, причём восстановление образую"
щихся семихинонных радикалов обеспечивает"
ся при их взаимодействии с аскорбатом, присут"
ствующим в плазме крови в высокой концен"
трации [50]. Эта система биорегенерации на"
столько эффективна, что для обеспечения за"
щиты ЛНП от окисления достаточно присут"
ствия всего нескольких молекул коэнзима Q на
частицу липопротеина. Поскольку биорегенера"
ция фенолов осуществляется неферментативно,
очевидно, что эта система может участвовать
также и в регенерации синтетических феноль"
ных антиоксидантов. Действительно, показано,
что в присутствии аскорбиновой кислоты про"
исходит эффективное восстановление радика"
лов синтетического антиоксиданта пробукола
in vitro и in vivo [56]. Необходимо подчеркнуть,
что, хотя витамин Е транспортируется в орга"
низме частицами ЛНП, он не участвует в защи"
те ЛНП от окисления, поскольку витамин Е
(как и другие жирорастворимые витамины) пе"
реносится в гидрофобном ядре частицы и не мо"
жет восстанавливать гидропероксильные ради"
калы (ROO•), образующиеся в полиеновых аци"
лах фосфолипидов, т.к. окисленные ацилы вслед"
ствие увеличения полярности «выдвигаются» в
водную фазу [57]. Отсутствие влияния высоких
доз введённого витамина Е на окисляемость
частиц ЛНП in vivo подтверждена нами экспери"
ментально [58]. Таким образом, исследования
по использованию антиоксидантов (преимуще"
ственно витамина Е) при атеросклерозе, исхо"
дившие из правильной установки о необходи"
мости подавления окислительной модифика"
ции ЛНП, не могли увенчаться успехом, и разо"
чарование в результатах этих исследований
вполне понятно, поскольку проекты по исполь"
зованию антиоксидантов были весьма трудоём"
кими и затратными [41]. На основании вышеиз"
ложенного можно утверждать, что перспективы
использования низкомолекулярных фенольных
антиоксидантов (включая синтетические) в кар"
диологии далеко не исчерпаны, однако будущие
исследования в этой области должны опираться
на теоретические знания об окислительном ме"
таболизме биофенолов в организме.

В конечном итоге O2
•−"зависимое поврежде"

ние эндотелиоцитов провоцирует стимуляцию
апоптоза и гибель клеток эндотелия, что, в свою
очередь, облегчает проникновение окислитель"
но"модифицированных ЛНП в стенку сосудов,
вызывая их предатерогенное (липоидозное)
повреждение [55]. Таким образом, можно утверж"
дать, что развитие окислительного и последую"
щего карбонильного стресса при атерогенезе
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приводит к нарушению сбалансированности
процессов образования и утилизации физиоло"
гически активных липогидропероксидов и явля"
ется ключевым фактором, вызывающим преда"
терогенные повреждения стенки сосудов и по"
следующее формирование атеросклеротических
бляшек (рис. 2) [59].

Роль глутатионпероксидаз в атеросклерозе.
Известно, что основную функцию по нейтрали"
зации липогидропероксидов, являющихся пус"
ковым механизмом атерогенеза, выполняют два
семейства пероксидаз: глутатионпероксидазы и
пероксиредоксины. Среди глутатионпероксидаз
наиболее изученной в отношении атерогенеза
является широко распространенная изоформа
GPx1. Нарушение экспрессии гена GPx1 прово"
цирует повышенную восприимчивость эндоте"
лиоцитов к окислительным агентам. У мышей,
нокаутных по ApoE и GPx1, ускорялся процесс

атеросклеротического поражения, в то время
как у трансгенных животных с повышенной
экспрессией GPx1 наблюдали улучшение состо"
яния эндотелия [60]. Следует отметить, что ак"
тивность GPx (как и большинства других фер"
ментов) может ингибироваться дикарбонилами,
образующимися в ходе ПОЛ. Дикарбонилы, об"
разуя межмолекулярные сшивки в белках, при"
водят к конформационным изменениям, что не"
гативно влияет на активность ферментов [61].

Роль пероксиредоксинов в атеросклерозе. Ве"
роятно, пероксиредоксины играют ключевую
роль в ферментативной антиоксидантной защи"
те эндотелиоцитов, на что указывает их высокий
уровень экспрессии, на порядки превосходя"
щий уровень экспрессии других ферментов"ан"
тиоксидантов [62]. Показано, что дефицит Prx1
приводит к развитию воспалительных процес"
сов, а также к повреждению сосудов и росту

Рис. 2. Механизм развития атеросклероза, роль пероксиредоксинов (Prx) и глутатионпероксидаз (GPx) в этом процессе.
Подавление свободнорадикальных реакций под действием Prx и GPx отмечено линией с точкой. Стимулирующий эффект
отмечен обычной стрелкой, опосредованный эффект отмечен пунктирной стрелкой. LOX"1 (lectin"type oxidized LDL
receptor 1) – рецептор окисленных липопротеинов низкой плотности; NOX – NAD(P)H"оксидаза; ПНЖК – полинена"
сыщенные жирные кислоты; ЛНП – липопротеины низкой плотности; МДА – малоновый диальдегид; ГЛ – глиоксаль;
МГЛ – метилглиоксаль; RCS"ЛНП – карбонил"модифицированные ЛНП. Представлены основные продукты окисления
в плазме крови при атеросклерозе под действием супероксидного анион"радикала: гидроксильный радикал (HO•), липо"
алкильный радикалы (L•), липоксильный радикалы (LO•), липопероксильный радикалы (LOO•) и липогидроперокси"
ды (LOOH), пероксид водорода H2O2), пероксинитрит (ONOO−). GPx и Prx осуществляют восстановление H2O2, ONOO−

и LOOH, тем самым препятствуя развитию окислительного стресса и прогрессированию атеросклероза
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тромбообразований [63]. Мыши, нокаутирован"
ные по генам PRDX1 и ApoE, имеют более об"
ширные атеросклеротические поражения сосу"
дов, нежели мыши, нокаутированные только по
одному гену – ApoE [63]. Кроме того, нока"
ут PRDX1 приводит к развитию дефектов гладко"
мышечных клеток сосудов (VSMC) [64]. Недо"
статок Prx2 также усугубляет атеросклероз у мы"
шей, нокаутных по ApoE [65]. Экстраклеточная
форма Prx4 связывается с поверхностью эндоте"
лиальных клеток (через гепарансульфат) и обес"
печивает защиту клеток от внеклеточных АФК.
Суперэкспрессия человеческого PRDX4 у транс"
генных мышей, нокаутных по ApoE–/–, значи"
тельно подавляет развитие атеросклероза, пре"
пятствует развитию воспаления, окислительно"
го стресса и некротической гибели клеток [66].
Мыши, нокаутные по гену PRDX6, имеют значи"
тельно большее количество атеросклеротичес"
ких поражений аорты, чем мыши дикого ти"
па [67, 68]. Таким образом, многие эксперимен"
тальные данные указывают на важную антиате"
рогенную роль Prx1"6 в клетках эндотелия [69].
Следует также отметить, что пероксиредоксины
(как и в случае глутатионпероксидаз) ингибиру"
ются низкомолекулярными дикарбонила"
ми [70]. Очевидно, что подавление активности
Prx1–6 ослабляет антиоксидантную защиту эн"
дотелиальных клеток, способствуя прогрессиро"
ванию окислительного стресса и дальнейшему
повреждению эндотелия, приводящему к его
дисфункции.

Диабет. Диабет – это системное заболевание,
связанное с нарушением в обмене углеводов.
Диабет 1"го типа (инсулин"зависимый диабет)
связан с деструкцией β"клеток островков Лан"
герганса, что влечёт за собой недостаточную
секрецию инсулина. Диабет 2"го типа (инсулин"
независимый диабет) связан с изменением
чувствительности клеток к инсулину. Одним из
признаков диабета является кетоз и/или ацидоз.
В свою очередь, и кетоз, и большая часть случа"
ев развития ацидоза связаны с развитием окис"
лительного стресса [71].

При дефиците инсулина развивается гипер"
гликемия. При гипергликемии существенно по"
вышается концентрация свободной глюкозы в
крови и тканях, что приводит к более интенсив"
ному гликированию белков, в первую очередь
гемоглобина, альбуминов, коллагена, кристал"
линов и апопротеина ЛНП. К наиболее распро"
странённым конечным продуктам гликирова"
ния относятся карбоксиметиллизин, карбокси"
этиллизин и аргпиримидин [72]. При взаимо"
действии продуктов гликирования с рецептора"
ми увеличивается продукция провоспалитель"
ных цитокинов (TNFα, IL"1, IL"6, молекул ад"

гезии, факторов роста), которые нарушают
функцию эндотелия сосудов.

Кроме того, интенсивное гликирование бел"
ков приводит к активации ряда оксидаз
(NAD(P)H"оксидазы, глюкооксидазы), в ре"
зультате чего возрастает продукция СР, АФК и
АФА в клетке. На модели аллоксанового диабе"
та, основанной на повышенном генерировании
О2

•– в β"клетках поджелудочной железы, было
установлено, что гипоинсулинемия и гипергли"
кемия у животных в этих условиях непосред"
ственно связаны со свободнорадикальным по"
вреждением и снижением активности Cu/Zn"
SOD и GPx. В связи с этим показательно, что у
морских свинок (в отличие от крыс, резистент"
ных к действию аллоксана) активность Cu/Zn"
SOD и GPx в поджелудочной железе в несколь"
ко раз выше, чем у крыс. Вместе с тем индукция
синтеза Cu/Zn"SOD и GPx в β"клетках подже"
лудочной железы крыс делает этих животных
резистентными к действию аллоксана, подобно
морским свинкам [73]. Рост уровня окислитель"
ных процессов, подавление активности антиок"
сидантных ферментов, приводит к развитию
окислительного стресса, который снижает эф"
фективность сигнально"регуляторной функции
инсулина, что способствует ещё большему росту
уровня глюкозы в крови. При диабете наблюда"
ется увеличение окислительной модификации
ЛНП, что происходит вследствие соокисления
глюкозы с полиеновыми липидами, которое
сопровождается образованием О2

•– и липидных
радикалов. Кроме того, у больных диабетом
происходит увеличение окислительной деструк"
ции молекул ДНК, характеризующееся умень"
шением длины теломер в ядерных клетках кро"
ви с одновременным увеличением уровня ко"
нечного продукта окислительного катаболизма
ДНК – 8"гидроксигуанина, в крови и моче, что
сопряжено со вторичной индукцией окисли"
тельного стресса у этих больных [59].

Активация окислительных процессов приво"
дит к интенсификации ПОЛ и автоокислению
сахаров, что способствует росту уровня дикар"
бонилов (МДА, глиоксаля и метилглиоксаля) и
развитию карбонильного стресса. Диабетичес"
кая гипергликемия сопровождается интенсифи"
кацией автоокисления глюкозы, в результате че"
го образуется дикарбонил – глиоксаль (гомо"
лог МДА). Активация гликолиза при гипергли"
кемии приводит к накоплению триозофосфа"
тов, при ферментативном превращении кото"
рых образуется изомер МДА – метилглиок"
саль [74]. Кроме того, свободные радикалы, об"
разующиеся при разложении органических гид"
ропероксидов могут индуцировать нефермента"
тивное образование метилглиоксаля при ради"
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кальной атаке промежуточных продуктов глико"
лиза – фосфорилированных производных глю"
козы [75]. У больных сахарным диабетом 2"го ти"
па обнаруживается значительное увеличение
глиоксаля и метилглиоксаля в плазме крови. Эти
дикарбонилы, подобно МДА, могут вызывать
модификацию апопротеина В"100 ЛНП, которая
опознаётся скавенджер"рецепторами макрофа"
гов и тем самым индуцирует накопление ЛНП в
стенке сосудов с последующим развитием липо"
идозных повреждений. Метформин, применяе"
мый сегодня при терапии сахарного диабета
2"го типа, позволяет существенно снизить уро"
вень окисления и карбонильной модификации
ЛНП [5]. Метформин относится к бигуанидам,
т.е. его структура включает две гуанидиновых
группы (H2N(NH)С"HN"C(NH)NH2), которые
«охотно» атакуются глиоксалем/метилглиокса"
лем с образованием гуанидин"дикарбонильных
продуктов, благодаря чему концентрация сво"
бодных карбонилов в крови снижается.

Известно, что МДА, глиоксаль и метилгли"
оксаль легко проникают через мембрану клеток
и способны ингибировать внутриклеточные ан"
тиоксидантные ферменты. Примечательно, что
глиоксаль и метилглиоксаль, накапливающиеся
при диабетической гипергликемии, являются
более эффективными ингибиторами большин"
ства антиоксидантных ферментов по сравнению
с МДА [75]. Интересно, что несмотря на струк"
турное сходство МДА, глиоксаль и метилглиок"
саль оказывают разное влияние на физико"хи"
мические характеристики белков. Например,
метилглиоксаль в большей степени, чем глиок"
саль и другие карбонильные соединения, влияет
на кинетические параметры катализируе"
мой GPx реакции восстановления пероксида
водорода. Было показано, что при взаимодей"
ствии аминокислот и белков с метилглиоксалем
образуется супероксидный радикал и другие
СР"интермедиаты, которые могут усиливать мо"
дифицирующее действие метилглиоксаля. По"
видимому, основное ингибирующее действие
дикарбонилов на ферменты связано с модифи"
кацией структуры белков. В результате взаимо"
действия дикарбонилов с аминогруппами бел"
ков (реакция Майяра) образуются межмолеку"
лярные сшивки, меняющие конформацию и на"
тивную структуру ферментов. Благодаря этим
свойствам активные карбонильные соедине"
ния (RCS) по сравнению с гидропероксидами
являются более сильными модификаторами.
Было показано, что у больных сахарным диабе"
том 2"го типа наблюдается резкое падение ак"
тивности эритроцитарных антиоксидантных
ферментов: каталазы, Cu/Zn"SOD и GPx [76],
причём при терапии с использованием метфор"

мина активность эритроцитарной Cu/Zn"SOD
значительно возрастала [77].

Роль глутатионпероксидаз в диабете. Несом"
ненно, глутатионпероксидазы являются важ"
нейшими антиоксидантами, однако их роль в
диабете неоднозначна. Например, нокаут GPx1 у
мышей вызывает диабетоподобный фенотип
1"го типа, в то время как его суперэкспрессия
приводит к фенотипу диабета 2"го типа [78].
В другом исследовании было показано, что по"
вышенный уровень GPx1 препятствует патологи"
ческому ремоделингу левого желудочка, вызван"
ному диабетом [79]. Недостаток GPx3 ассоци"
ирован с ростом уровня пероксидов в крови и
снижением сигнальной функции инсулина [78].
У трансгенных мышей с суперэкспрессией GPx4
(в 2–3 раза выше нормы) наблюдался рост устой"
чивости β"клеток к длительным повышениям
уровня свободных жирных кислот в крови, вызы"
вающим поражение поджелудочной железы [80].

Роль пероксиредоксинов в диабете. Совсем не"
давно было показано, что Prx1 является важней"
шим антиоксидантным ферментом β"клеток
поджелудочной железы. Нокдаун гена PRDX1 с
помощью короткой интерферирующей РНК
(siRNA) или ингибирование фермента Prx1 с по"
мощью коноидина А увеличивало чувствитель"
ность β"клеток к действию H2O2 и пероксинит"
рита. Напротив, суперэкспрессия PRDX1 увели"
чивала резистентность β"клеток крыс к окисли"
тельному стрессу [81]. Суперэкспрессия PRDX4
также увеличивала выживаемость β"клеток у
трансгенных мышей, нормализовала морфо"
функциональное состояние поджелудочной же"
лезы в ответ на действие стрептозотоцина, часто
используемого для моделирования диабета у
животных [82]. У нокаутных по гену PRDX6 мы"
шей развивался фенотип, сходный с ранней ста"
дией диабета, вызванный как сниженной глю"
козозависимой секрецией инсулина, так и по"
вышенной инсулинорезистентностью. Наруше"
ние сигнализации инсулина у таких мутантных
животных приводило к снижению поглощения
глюкозы мышцами, наблюдались морфологи"
ческие и ультраструктурные изменения остров"
ков Лангерганса, печени, а также рост ПОЛ и
уровня провоспалительных цитокинов в тка"
нях [83].

Общность диабета и атеросклероза. Наруше"
ния углеводного обмена при диабете могут сти"
мулировать развитие карбонильного стресса и
интенсификацию атерогенной модифика"
ции ЛНП. Это объясняет известный факт про"
грессирования атеросклероза при наличии диа"
бета, причём, в соответствии с полученными на"
ми данными, можно высказать гипотезу о еди"
ном молекулярном механизме повреждения
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стенки сосудов при атеросклерозе и сахарном
диабете с участием карбонил"модифицирован"
ных ЛНП. Следовательно, молекулярный меха"
низм повреждения стенки сосудов при атеро"
склерозе и сахарном диабете сходен и состоит в
увеличении окислительной модификации ЛНП,
вызванной низкомолекулярными карбониль"
ными продуктами СР"окисления липидов при
атеросклерозе или автоокисления молекул глю"
козы при сахарном диабете (рис. 2). Таким обра"
зом, выдвигаемая нами гипотеза удовлетвори"
тельно объясняет возможность индукции атеро"
генеза при диабете, а также тот факт, что нали"
чие диабета сильно увеличивает риск возникно"
вения атеросклероза [74].

Приведённые данные позволяют полагать,
что образование окислительно"модифициро"
ванных ЛНП является ключевым фактором ате"
рогенеза и дисфункции эндотелия – процессов,
играющих ключевую роль в развитии атероскле"
роза и диабета. Антиоксидантная терапия, как
способ противодействия развитию окислитель"
ного стресса у диабетических пациентов, была
предложена более десяти лет назад. Однако
опыт показывает, что классические антиокси"
данты (типа витаминов E и C) недостаточно эф"
фективны для нейтрализации окислительных
процессов у больных диабетом [71]. Очевидно,
что необходимо применение препаратов, спо"
собных нейтрализовать не только окислитель"
ный, но и карбонильный стресс.

ПРИМЕНЕНИЕ ЭКЗОГЕННЫХ
ФЕРМЕНТОВ@АНТИОКСИДАНТОВ ПРИ

СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫХ ПАТОЛОГИЯХ

Вышеописанные свободнорадикальные па"
тологии, несмотря на различия в клинических
проявлениях, имеют общий механизм инициа"
ции – активация СР"процессов и последующее
развитие окислительного стресса. После пони"
мания механизмов развития окислительного
стресса, начиная с 50"х годов XX века начались
активные работы по созданию препаратов анти"
оксидантного действия. На сегодняшний день
изучено несколько тысяч соединений как при"
родного, так и синтетического происхождения,
обладающих антиоксидантной активностью [24,
25, 84]. Низкомолекулярные препараты антиок"
сидантного действия широко используются в
современной медицине. Однако они не всегда
эффективны, что связано с их быстрой инакти"
вацией, т.к. прореагировав с АФК, они зачастую
необратимо окисляются и исключаются из пула
антиоксидантов. Такие свойства низкомолеку"
лярных антиоксидантов требуют их применения

в высоких концентрациях, что также не всегда
возможно из"за проявления токсичных свойств
в этих дозах [25, 84, 85]. Более того, некоторые
из низкомолекулярных антиоксидантов (напри"
мер, аскорбиновая кислота) в определённых ус"
ловиях (гипероксия, присутствие ионов метал"
лов переменной валентности и т.д.) могут про"
являть прооксидантную функцию или же, про"
реагировав с первичными радикалами, превра"
титься во вторичный радикал. Ферменты лише"
ны такого недостатка, например, одна молекула
каталазы способна восстановить несколько
миллионов молекул H2O2 за 1 мин, не теряя сво"
их каталитических свойств. Кроме того, фер"
менты не обладают цитотоксичностью, как
большинство низкомолекулярных соединений
(особенно синтетического происхождения) [25,
84, 85]. В этой связи создание терапевтических
препаратов антиоксидантного действия на ос"
нове ферментов представляется перспективным
направлением. Ранее мы рассматривали основ"
ные типы ферментов"антиоксидантов в орга"
низме млекопитающих: супероксиддисмута"
зы (SOD), каталаза (CAT), тиоредоксины (Trx),
глутатионпероксидазы (GPx), глутатион"S"
трансферазы (GST), пероксиредоксины (Prx)
и др. [86]. Мы отмечали, что восстановление
гидропероксидов с участием ферментов"перок"
сидаз может играть ключевую роль в предотвра"
щении окислительного стресса, поскольку гид"
ропероксиды (Н2О2, ROOH) при их разложе"
нии (гомолизе) служат основными источниками
активных свободных радикалов (HO•, RO•),
способных инициировать/продолжить цепное
СР"окисление биомолекул, тем самым усиливая
окислительный стресс [86]. В настоящее время с
практической точки зрения наибольший инте"
рес вызывают супероксиддисмутазы (восстанав"
ливающие супероксидный анион"радикал:
2O2

•− + 2Н+ → Н2О2 + О2), а также каталаза (вос"
станавливающая пероксид водорода: 2Н2О2 →
2Н2О + О2) и другие пероксидазы, способные
восстанавливать органические и неорганичес"
кие гидропероксиды (ROOH + 2R′SH → ROH +
R′SSR′ + Н2О) [86].

Супероксиддисмутазы и их производные. Пос"
ле открытия McCord и Fridovich [87] в 1969 г. но"
вого класса ферментов – супероксиддисмутаз, и
понимания их важной антиоксидантной функ"
ции, начались работы по их использованию в
качестве антиоксидантных агентов. Уже спустя
5 лет после открытия SOD была проведена пер"
вая работа, посвящённая исследованию радио"
защитных свойств Cu/Zn"SOD из эритроцитов
быка. Внутривенное введение супероксиддис"
мутаз (Mn"SOD, Cu/Zn"SOD) до воздействия
радиации уменьшает уровень радиационных
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повреждений геномной ДНК, защищает клетки
костного мозга, снижает степень поражения
слизистых и способствует росту выживаемости
животных [25]. Внутрибрюшинное введение
мышам рекомбинантной Mn"SOD человека (в
дозе 0,08 мг/кг) защищает животных от леталь"
ных доз радиации. Более того, рекомбинантная
Mn"SOD защищает нормальные клетки от ради"
ации, но радиосенсибилизирует раковые, что
может найти применение в лучевой терапии ра"
ка [88]. Подкожное введение рекомбинант"
ной Mn"SOD эффективно защищает клетки
мозга от действия гамма"излучения и потока
нейтронов, имитирующих уровни излучения,
которым могут подвергаться космонавты во вре"
мя длительных миссий в дальний космос. Ней"
ропротекторный эффект рекомбинантной Mn"
SOD, помимо антиоксидантного действия,
обусловлен активацией сфингомиелиназы
(SMase) [89]. Кроме того, была показана неф"
ропротекторная активность рекомбинантной
Mn"SOD человека на животной модели острого
почечного поражения, что проявлялось в сохра"
нении их нормального морфофункционального
состояния [90]. Рекомбинантная Cu/Zn"содер"
жащая супероксиддисмутаза человека (SOD3),
применяется в настоящее время в качестве
лекарственного препарата (глазных капель и
раствора для инфузий) при открытоугольной
глаукоме, аденовирусном поражении глаз и вто"
ричных кератопатиях, а также в комплексной
профилактике развития интраоперационных
осложнений при эндопротезировании крупных
суставов. Применение рекомбинантной SOD3
человека подавляет СР"процессы, окисление
белков и липидов, нормализует окислительно"
восстановительный статус тканей и предупреж"
дает гибель клеток [91].

Несмотря на важную антиоксидантную роль
супероксиддисмутаз, у этих ферментов есть су"
щественное ограничение, связанное с тем, что
они нейтрализуют только супероксидный ани"
он"радикал, тогда как в общем пуле АФК/АФА
при окислительном стрессе значительная часть
представлена гидропероксидами, которые супер"
оксиддисмутаза не способна нейтрализовать.
Это побудило исследователей модифицировать
SOD с целью расширения её субстратной специ"
фичности путём химической сшивки SOD с пе"
роксидазами. Например, были получены конъ"
югаты Cu/Zn"SOD дрожжей и Mn"SOD
Escherichia coli с каталазой быка, которые сохра"
няли как пероксидазную, так и супероксиддис"
мутазную активности [92]. Были получены хи"
мические конъюгаты супероксиддисмутазы и
каталазы из печени быка, которые обладали вы"
сокой терапевтической активностью [93]. Изве"

стно, что химическая сшивка белков происхо"
дит случайным образом, что может приводить к
экранированию активных центров ферментов и
снижению их активности; для решения этой
проблемы были получены химерные рекомби"
нантные белки. Например, был получен химер"
ный фермент (Mn"SOD–VHb), совмещающий в
себе человеческую Mn"SOD и бактериальный
гемоглобин (VHb) грамотрицательных аэроб"
ных бактерий рода Vitreoscilla [95]; химерный ре"
комбинантный белок, совмещающий в себе че"
ловеческую глутатионпероксидазу GPx"1 и су"
пероксиддисмутазу SOD термофильного глубо"
ководного червя Alvinella pompejana [96]; а также
рекомбинантный химерный белок PSH, состоя"
щий из Prx6 человека и Mn"SOD E. coli [95].
Благодаря широкой субстратной специфичнос"
ти химерные антиоксидантные ферменты демон"
стрируют высокий терапевтический потенциал,
что делает их весьма привлекательными в прак"
тическом применении.

Пероксиредоксины и их производные. Ранее
мы отмечали важную роль пероксиредоксинов в
нейтрализации окислительного стресса при раз"
личных СР"патологиях. Мы предположили, что
применение экзогенных пероксиредоксинов
позволит существенно скорректировать течение
болезней, связанных с окислительным стрес"
сом. Проведёно исследование радиозащитного
действия рекомбинантных пероксиредоксинов
(Prx1, Prx2, Prx6 и химерного белка PSH) на мо"
дели тотального облучения мышей сублеталь"
ными и летальными дозами (5–11 Гр) рентгенов"
ского излучения. Внутривенное введение жи"
вотным рекомбинантных пероксиредоксинов и
их модифицированных форм незадолго до облу"
чения существенно снижает костномозговой
(лейкопения и тромбопения) и кишечный (по"
ражение слизистой) синдромы острой лучевой
болезни [97, 98]. Фактор изменения дозы для ре"
комбинантных пероксиредоксинов равен при"
мерно 1,3–1,4, что является хорошим показате"
лем для природных субстанций [22, 98–101].
Важно отметить, что радиозащитный эффект
проявляла даже мутантная форма пероксире"
доксина, не обладающая пероксидазной актив"
ностью (Prx6"C47S), что обусловлено сигналь"
но"регуляторной функцией белка. Показано,
что радиозащитный эффект пероксиредоксинов
может быть опосредован стимуляцией Toll"по"
добного рецептора 4 (TLR4) и активацией NF"κB,
фосфорилированного по Ser536 [49], что приво"
дит к реализации антиапоптотического эффек"
та. Кроме того, было показано, что экзогенный
Prx6 может проникать в клетки 3Т3 (по"видимо"
му, благодаря фосфолипазной активности
iPLA2), тем самым повышая их антиоксидант"
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ный статус и непосредственно оказывая влия"
ние на сигнально"регуляторные пути клет"
ки [49]. На рис. 1 представлены основные сиг"
нальные пути клетки (TLR4/NF"κB, ASK"1/AP"1,
KEAP"1/Nrf2), в которые может быть вовлечён
экзогенный Prx6. Следует отметить, что эти сиг"
нальные каскады тесно связаны друг с другом.
Несмотря на то что транскрипционные факторы
NF"κB, Nrf2 и AP"1 регулируют различные про"
цессы клетки и их активация приводит к разным
последствиям, они зачастую активируются од"
ними и теми же стимулами. Во многих исследо"
ваниях было показано, что эти транскрипцион"
ные факторы могут как взаимно подавлять, так
и активировать друг друга [102]. Например,
экспрессия многих генов требует одновремен"
ного присутствия AP"1 и NF"κB [103]. По"види"
мому, в зависимости от физиологического сос"
тояния клетки и уровня внутриклеточных СР"
повреждений, клетка определяет, какой из сиг"
нальных путей будет преобладать. Причём в
этом процессе важную роль играют пероксире"
доксины в качестве редокс"переключате"
лей [40]. Введение экзогенного Prx6 корректи"
рует окислительно"восстановительный статус
клетки, а также направляет её по сигнально"ре"
гуляторному пути, опосредованному NF"κB,
что в комплексе приводит к подавлению апоп"
тоза и выживанию клетки в условиях окисли"
тельного стресса [49].

Совсем недавно нами были проведены экс"
перименты по исследованию противодиабети"
ческого действия пероксиредоксинов на мышах
(модель аллоксан"индуцированного диабета) и
β"клетках инсулиномы крысы (модель гипер"
гликемии) [104, 105]. Было установлено, что вве"
дение рекомбинантного Prx6 вызывает сниже"
ние уровня АФК и защищает β"клетки RIN"m5F
от гипергликемии, снижая их гибель по сравне"
нию с контролем в несколько раз. Более того,
экзогенный Prx6 стимулирует секрецию инсу"
лина β"клетками, что, вероятно, обусловлено
регуляцией активности сигнального каскада
NF"κB, в частности, через активацию фосфори"
лирования RelA/p65 по Ser536 (по аналогии с
TLR4"опосредованным радиозащитным действи"
ем Prx6). Было показано, что экзогенный Prx6
предотвращает гипергликемию, снижает уро"
вень смертности, восстанавливает нормальный
профиль цитокинов в плазме крови, подавляет
апоптоз клеток селезёнки и снижает разруше"
ние β"клеток в островках Лангерганса у мышей
с тяжёлой формой диабета, индуцированного
аллоксаном [104, 105].

Кроме того, внутривенное введение перок"
сиредоксинов и их модифицированных форм
перед ишемически"реперфузионным пораже"

нием сердца [106, 107], кишечника [108, 109] и
почек [110, 111] увеличивает выживаемость жи"
вотных, подавляет окислительные процессы и
способствует сохранению морфофункциональ"
ного состояния ишемизированных тканей на
стадии реперфузии. Помимо нейтрализации
гидропероксидов, экзогенные пероксиредокси"
ны вызывают индукцию экспрессии NO"синтаз
(eNOS, iNOS) в ишемизированных тканях и
последующий рост уровня NO в крови, что при"
водит к вазодилатации сосудов, подавлению
тромбообразования и быстрой нормализации
микроциркуляции кровотока при ишемии"ре"
перфузии [108, 109].

Перспективы применения ферментов@антиок@
сидантов. Основными недостатками препаратов
на основе ферментов"антиоксидантов является
их ограниченная биодоступность и недостаточ"
ная стабильность. В настоящее время с по"
мощью генно"инженерных и биохимических
методов активно ведутся работы по устранению
этих проблем. Например, инкапсуляция фер"
ментов в наночастицы, гидрогели или липосо"
мы позволяет увеличить время их действия, а
также защитить белки от деградации [112]. По"
мимо инкапсуляции, эффективным способом
доставки ферментов является их сорбция на по"
верхности наночастиц, которые сами могут слу"
жить терапевтическими агентами [113]. Напри"
мер, сорбция каталазы и Cu/Zn"SOD на поверх"
ности наночастиц диоксида церия (CeO2) позво"
лила получить частицы с большим антиоксидант"
ным потенциалом, чем при использовании фер"
ментов по отдельности [114]. Стабилизация
ферментов и пролонгирование времени их
действия (циркуляции в организме) достигается
благодаря конъюгированию ферментов с поли"
этиленгликолем (ПЭГ) или сахарами (галакто"
зой или маннозой). Было показано, что конъю"
гирование каталазы с ПЭГ практически не ока"
зывает влияния на её активность, но при этом
увеличивает время её выведения из кровотока
(спустя 60 мин после введения модифицирован"
ной каталазы её уровень в крови примерно в
2 раза выше, чем исходного фермента) и в
3–4 раза увеличивает устойчивость конъюгата к
действию протеаз, что позволяет достичь боль"
шего терапевтического эффекта [115].

Эффективность терапевтического действия
антиоксидантного фермента зависит от его спо"
собности достигать места образования СР или
АФК/АФА и длительности его нахождения в
этом месте. Иммобилизация супероксиддисму"
тазы и каталазы на суперпарамагнитных нано"
частицах оксида железа (SPION) размером око"
ло 400 нм, последующее введение в организм и
удержание с помощью внешнего магнитного
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поля в зоне поражения позволяет значительно
повысить терапевтическую активность этих ан"
тиоксидантных ферментов. Конъюгация SOD и
каталазы с частицами SPION незначительно
влияет на ферментативную активность, что поз"
воляет надеяться на возможность применения
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ментов [116].

Для адресной доставки антиоксидантных
ферментов также используется генно"инженер"
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без PTD"пептидов. Нами было обнаружено,
что введение рекомбинантного Prx6 в культуру

клеток эмбриональных фибробластов 3Т3 при"
водит к частичному проникновению белка в
клетки [49]. Таким образом, благодаря своим
уникальным антиоксидантным и сигнально"
регуляторным свойствам Prx6 является пер"
спективным объектом исследования при разра"
ботке препаратов на основе ферментов"анти"
оксидантов.
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Бронхиальная астма – это гетерогенное хроническое воспалительное заболевание дыхательных путей. Ис!
следования молекулярных и клеточных механизмов бронхиальной астмы позволили установить, что в её па!
тогенез вовлечён широкий спектр клеток иммунной системы (Т! и В!клетки, эозинофилы, нейтрофилы,
макрофаги и пр.), а также структурных клеток (эпителиальные и эндотелиальные). Эти клетки активируют!
ся в ответ на внешние стимулы (бактерии, вирусы, аллергены и прочие поллютанты) и продуцируют про!
воспалительные факторы (цитокины, хемокины, металлопротеиназы и пр.), что в итоге приводит к запуску
патологических процессов в лёгких. Известно, что в активацию клеток вовлечены гены, кодирующие тран!
скрипционные факторы семейства STAT (STAT – signal transducer and activator of transcription), которое нас!
читывает 7 представителей. Недавние исследования показали, что фактор транскрипции STAT3 играет важ!
ную роль в активации вышеуказанных клеток и тем самым вносит вклад в развитие астмы. В исследовани!
ях на животных селективное ингибирование STAT3 значительно уменьшает выраженность воспаления в
лёгких, что свидетельствует о его перспективности как терапевтической мишени. В данном обзоре мы опи!
сываем механизмы активации STAT3 и его роль в поляризации Th2/Th17!клеток и М2!макрофагов в дис!
функции эндотелиальных клеток, что в итоге приводит к формированию проявлений бронхиальной астмы:
инфильтрации лёгких эозинофилами и нейтрофилами, гиперреактивности бронхов и ремоделированию
респираторного тракта.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: бронхиальная астма, STAT3, JAK, Т!хелперы, сигнальный путь.

DOI: 10.31857/S032097252111004X

РОЛЬ ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА STAT3
В ПАТОГЕНЕЗЕ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ

Обзор

© 2021 А.А. Никольский, И.П. Шиловский*, Е.Д. Барвинская,
А.В. Корнеев, М.С. Сундукова, М.Р. Хаитов

ВВЕДЕНИЕ

Бронхиальная астма (БА) – гетерогенное
заболевание, обычно характеризующееся хро!
ническим воспалением дыхательных путей [1].
За последние десятилетия резко возросло ко!
личество больных БА; в отдельных странах за!
болеваемость достигает 15–18% [2]. В России
общее число больных БА приближается к
10 млн человек, что составляет около 7% насе!
ления [3].

Рост распространённости БА, по всей види!
мости, связан с недостаточностью существую!
щих способов терапии. В то же время создание
новых способов лечения невозможно без рас!
крытия молекулярных и клеточных механизмов
патогенеза. Согласно современным представ!
лениям, в патогенез БА вовлечены как иммун!
ные (Т!клетки, В!клетки, эозинофилы, нейт!
рофилы, и пр.) [4], так и не иммунные клетки
(эпителиальные и эндотелиальные клетки,
фибробласты) [5], которые, активируясь, про!
дуцируют широкий спектр провоспалительных
факторов. В процесс активации клеток вовле!
чено 7 факторов транскрипции семейства
STAT. Об участии STAT6 в запуске Th2!опосре!
дованного воспаления лёгких при БА опубли!
ковано много работ [6], тогда как о роли друго!
го представителя – STAT3 – в патогенезе БА
имеется значительно меньше информации. Тем
не менее накапливаются экспериментальные
доказательства того, что именно STAT3 участ!
вует в развитии тяжёлой БА, которая зачастую

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : БА – бронхиальная астма;
БАЛ – бронхоальвеолярный лаваж; ЛПС – липополисаха!
рид; DBD – ДНК!связывающий домен; G!CSF – грануло!
цитарно!макрофагальный колониестимулирующий фак!
тор; ICAM!1 – межклеточная молекула адгезии 1; IL – ин!
терлейкин; JAK – янус!киназа; NF!κB – ядерный фактор
каппа!би; SOCS – супрессор сигнальных белков цитоки!
нов; STAT – преобразователь сигнала и активатор тран!
скрипции; Th – Т!хелперы; TNF – фактор некроза опухо!
ли; VCAM!1 – васкулярная молекула клеточной адгезии 1.

* Адресат для корреспонденции.
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не поддаётся стандартному лечению кортико!
стероидами. Установлено, что STAT3 вовлечён
в активацию Т!хелперов (Th2! и Th17!клеток) и
макрофагов, а также он способствует усилению
инфильтрации лёгких нейтрофилами и эозино!
филами за счёт повышения экспрессии моле!
кул адгезии и их представленности на поверх!
ности эндотелиальных клеток [7]. Поэтому мы
считаем важным обобщить роль именно дан!
ного фактора транскрипции в развитии вос!
палительной патологии лёгких. В данном обзо!
ре мы описываем механизмы активации STAT3
и его роль в поляризации Th2/Th17!клеток и
М2!макрофагов в дисфункции эндотелиаль!
ных клеток, что в итоге приводит к разви!
тию БА.

ОТКРЫТИЕ И СТРУКТУРНЫЕ
ОСОБЕННОСТИ STAT3

STAT3 был открыт более 20 лет назад как
фактор, активируемый интерлейкином!6
(IL!6 – interleukin!6), который играет решаю!
щую роль в стимуляции медиаторов врождён!
ного иммунитета в печени. Этот фактор был от!
несён к семейству факторов STAT на основании
структурного родства и схожести биологичес!
ких функций и обозначен как STAT3. Актива!
ция STAT3 происходит в ответ на стимуляцию
клеток различными цитокинами и факторами
роста (например, IL!6, онкостатин M, IL!11,
G!CSF, EGF) [8].

В структуре STAT3 выделяют 6 доменов:
1) спиральный N!концевой домен (ND), кото!
рый способствует связыванию с ДНК и регули!
рует транслокацию в ядро; 2) двойной альфа!
спиральный домен (CCD), обеспечивающий
взаимодействие с другими регуляторными бел!
ками; 3) центральный ДНК!связывающий до!
мен (DBD), который необходим для связывания
с ДНК; 4) линкерный домен (LD), влияющий на
стабильность связывания с ДНК; 5) консерва!
тивный домен SH2, который необходим для об!
разования гомодимеров; 6) С!концевой домен
трансактивации (TAD) с консервативным остат!
ком тирозина в положении 705 (Tyr705) и сай!
том фосфорилирования серина в положе!
нии 727 (Ser727) [9].

У STAT3 были идентифицированы различ!
ные изоформы (STAT3α, STAT3β, STAT3γ и
STAT3δ), которые, как считается, определяют
его плейотропные биологические функции [10].
STAT3α опосредует провоспалительный ответ
цитокина IL!6, тогда как STAT3β подавляет
синтез провоспалительных цитокинов (IL!6 и
TNF!α (tumor necrosis factor – фактор некроза

опухоли)) и активирует экспрессию некоторых
противовоспалительных генов [11].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ
АКТИВАЦИИ STAT3

Обычно белки STAT локализованы в цито!
плазме и неактивны, однако под действием неко!
торых стимулов происходит их активация. Со!
гласно современным представлениям, после взаи!
модействия определенных цитокинов и факто!
ров роста со своими рецепторами на поверхнос!
ти клеток происходит фосфорилирование янус!
киназ (JAK). JAK – это группа рецептор!ассо!
циированных цитоплазматических тирозинки!
наз [12]. На сегодняшний день идентифициро!
ваны четыре члена семейства JAK: JAK1, JAK2,
JAK3 и TYK2.

Активированные JAK (в частности JAK2), в
свою очередь, фосфорилируют STAT3 по остат!
кам тирозина и серина (Tyr705 и Ser727). Это со!
бытие вызывает димеризацию двух молекул
STAT3 путём взаимодействия между домена!
ми SH2. Активные димеры STAT3 транслоциру!
ются в ядро, где связываются с молекулами
ДНК в регуляторных областях своих генов!ми!
шеней и тем самым активируют их транскрип!
цию (рис. 1) [9]. Показано, что нефосфорилиро!
ванные белки STAT также могут перемещаться в
ядро клеток. Нефосфорилированный STAT3
обеспечивает внутриклеточную передачу сигна!
ла от рецепторов цитокинов с помощью взаимо!
действия с ядерным фактором каппа!би (NF!
κB), перемещаясь в ядро, он активирует экс!
прессию генов: RANTES, IL&6, IL&8, MET и
MRAS, которые не отвечают на фосфорилиро!
ванную форму STAT3 [13]. Таким образом,
STAT3 регулирует экспрессию генов двумя раз!
ными механизмами: 1) путём образования диме!
ров между двумя фосфорилированными форма!
ми; 2) за счёт увеличения концентрации нефос!
форилированной формы и её взаимодействия
с NF!κB.

Экспериментально установлено, что цито!
кин IL!6, фактор ингибирования лейке!
мии (LIF), онкостатин M (OSM), нейропоэ!
тин (NP), кардиотропин!1 (CT!1) и цилиарный
нейротрофический фактор (CNTF) являются
активаторами сигнального пути JAK2/STAT3
[12]. Провоспалительные цитокины семейства
IL!6 связываются со своими рецепторами и ак!
тивируют фосфорилирование JAK2 и STAT3,
что приводит к димеризации последнего [14].
Димеры, перемещаясь в ядро, запускают
экспрессию определённых генов, что в итоге
приводит к развитию воспаления [15].
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Внутриклеточные сигналы от другого цито!
кина – IL!10, реализуются также с участием
JAK/STAT3. IL!10 представляет собой иммуно!
модулирующий цитокин, который обладает
противовоспалительной активностью. Его сиг!
нальный путь хорошо охарактеризован для мак!
рофагов и Т!лимфоцитов. Передача сигналов от
IL!10 осуществляется через рецептор, который
состоит из двух цепей IL!10R1 и IL!10R2. Обра!
зование комплекса IL!10R1/IL!10/IL!10R2
приводит к фосфорилированию JAK1, которая
фосфорилирует фактор STAT3. Фосфорилиро!
ванный гомодимер STAT3 перемещается в ядро
и активирует транскрипцию генов: фактор рос!
та эндотелия сосудов!А (VEGF!A, Vascular
endo!thelial growth factor), фактор роста фиб!
робластов!2, плацентарный фактор роста
и др. [16]. В отличие от сигнального пути IL!6/
JAK2/ STAT3, путь IL!10/JAK1/STAT3 реализу!
ет противовоспалительные функции. Вероятно,
это связано с разной длительностью активации
STAT3 в ответ на IL!6 и IL!10. Эксперименталь!
но показано, что длительная активация STAT3 в
дендритных клетках под действием IL!10 инду!
цирует иной профиль экспрессии генов в срав!
нении с кратковременной активацией. При
этом кратковременная активация STAT3 интер!
лейкином!10 запускала в клетках провоспа!
лительный сигнал аналогично активации
IL!6 [17].

Помимо путей активации STAT3, существу!
ют механизмы его негативной регуляции. Нега!
тивными регуляторами, предотвращающими
фосфорилирование STAT3, являются протеин!
тирозинфосфатазы (PTP), различные белковые
ингибиторы и супрессор передачи сигналов ци!
токинов (SOCS3). Ферменты PTP напрямую де!
фосфорилируют активированный STAT3 либо
JAK2 [18]. Фактор PIAS3 (protein inhibitor of
activated STAT3 – белковый ингибитор активи!
рованного STAT3) ингибирует связывание ди!
мера STAT3 с ДНК, в конечном итоге блокируя
транскрипцию соответствующих генов [19]. Бе!
лок SOCS3 считается главным регулятором сиг!
нального пути JAK2/STAT3. Он связывается с
комплексом рецептор/JAK, тем самым нарушая
способность киназы фосфорилировать STAT3
[20]. Несмотря на то что провоспалительный
цитокин IL!6 и противовоспалительный цито!
кин IL!10 сходным образом активируют сиг!
нальный путь JAK/STAT3, SOCS3 ингибирует
эффекты IL!6, но не IL!10. Это связано с тем,
что SOCS3 взаимодействует с цепью рецептора
IL!6 (gp130), а не цепью рецептора IL!10 (IL!
10R) [21]. Таким образом, существование меха!
низмов дефосфорилирования STAT3 (в том
числе за счёт SOCS3) обеспечивает нечувстви!

тельность клеток к цитокинам и, по!видимому,
необходимо для подавления чрезмерного вос!
паления.

БИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ STAT3

STAT3 вовлечён в широкий спектр биологи!
ческих процессов. В частности, он регулирует
дифференцировку гранулоцитов в костном моз!
ге [22]. STAT3 активируется в ответ на грануло!
цитарно!макрофагальный колониестимулиру!
ющий фактор (G!CSF), что приводит к форми!
рованию нейтрофилов из клеток!предшествен!
ников. Нокаут гена, кодирующего STAT3 у мы!
шей, нарушает процесс дифференцировки
нейтрофилов, несмотря на введение им реком!
бинантного G!CSF [22].

STAT3 участвует в антибактериальной защи!
те организма. В частности, он отвечает за синтез
антимикробных факторов, выделяемых нейтро!
филами, а также за хемоаттракцию этих клеток.
Антибактериальные свойства нейтрофилов и
макрофагов, выделенных из мышей, нокаутных
по гену stat3, значительно ослаблены [23].

Кроме того, STAT3 участвует в канцерогене!
зе. Многими исследованиями была продемон!
стрирована про!онкогенная роль STAT3; он
способствует пролиферации опухолевых клеток,
поддерживает их жизнеспособность, а также
провоцирует канцерогенез за счёт активации
воспаления [24]. Однако появляются данные о
его способности супрессировать рост некоторых
видов опухолей [25, 26]. Такие противополож!
ные биологические функции объясняются либо
различной ролью STAT3 в разных типах клеток,
либо различной функцией альтернативных изо!
форм STAT3 (прежде всего STAT3α и STAT3β).
Противоречивой роли STAT3 в онкогенезе по!
свящён ряд современных обзоров [27, 28].

STAT3 также играет значительную роль в
развитии аутоиммунных заболеваний, таких как
ревматоидный артрит, рассеянный склероз,
псориаз и пр. [24]. Идентифицированы мутации
в гене STAT3 человека, которые ассоциированы
с развитием аутоиммунных патологий [29]. Эти
мутации усиливают функцию STAT3 за счёт по!
вышения его способности связываться с участ!
ками хромосомной ДНК, что в итоге приводит к
увеличенной экспрессии провоспалительных
факторов и к снижению активности Тreg!клеток
путём подавления FOXP3 [29].

В мировой научной литературе подробно
описана провоспалительная роль STAT3. Дан!
ный фактор участвует в воспалении, ассоцииро!
ванном с канцерогенезом и развитием аутоим!
мунных патологий [30, 31], а также в воспале!
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Рис. 1. Молекулярные механизмы активации и ингибирования STAT3. STAT3 регулирует экспрессию генов двумя разны!
ми механизмами: 1) JAK/STAT3!путь протекает с образованием его димеров между двумя фосфорилированными форма!
ми; 2) за счёт увеличения концентрации нефосфорилированной формы STAT3 может происходить его взаимодействие с
фактором NF!κB с последующим проникновением в ядро при участии белка транспортера – Импортина!α3 (Imp!α3).
В ядре сформированный комплекс нефосфорилированного STAT3 и фактора NF!κB также способен регулировать актив!
ность генов. В серых блоках указаны ингибиторы STAT3, нацеленные на разные этапы сигнального пути JAK/STAT3
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нии лёгких при бронхиальной астме [32] и вос!
палении желудочно!кишечного тракта [33]. Од!
нако фактору STAT3 присущи также противо!
воспалительные свойства, которые в основном
реализуются в фагоцитах и не иммунных клет!
ках. В макрофагах STAT3 супрессирует воспали!
тельные сигналы от TLR!рецепторов. Макрофа!
ги, нейтрофилы и дендритные клетки мышей с
инактивированным геном stat3 продуцируют
повышенное количество провоспалительных
цитокинов (TNF!α, IL!6, IL!12 и IFNγ) в ответ
на активацию TLR4!рецепторов. Также эти
клетки утрачивают способность реагировать на
антивоспалительный сигнал цитокина IL!
10 [34, 35].

STAT3 участвует в дифференцировке В!кле!
ток из популяции клеток!предшественников;
нокаут соответствующего гена у мышей приво!
дит к уменьшению их количества в различных
тканях и органах животных. Также этот фактор
участвует в формировании плазматических кле!
ток, продуцирующих IgG. В этом процессе глав!
ную роль играет IL!21, продуцируемый Tfh!
клетками (T follicular helper cells, фолликуляр!
ные Т!хелперы), который активирует STAT3 в
В!клетках и тем самым запускает экспрессию
факторов созревания последних, что в итоге
приводит к продукции IgG!антител [36]. STAT3
также играет роль в IL!35!опосредованной ин!
дукции B!регуляторных клеток (Breg), секрети!
рующих IL!10 и IL!35. В свою очередь, Breg
участвуют в подавлении воспаления при ауто!
иммунных патологиях [37].

STAT3 участвует в поляризации CD4+ Т!кле!
ток; он активируется в ответ на IL!6 и способ!
ствует формированию Th17!клеток, продуциру!
ющих IL!17A и IL!17F, что подтверждено иссле!
дованиями на мышах, нокаутных по ге!
ну stat3 [38]. Роль STAT3 в поляризации Th!кле!
ток подробно описана ниже.

Таким образом, STAT3 вовлечён в широкий
спектр биологических процессов: гранулоцито!
поэз, дифференцировка Т! и В!клеток, анти!
бактериальная защита, канцерогенез и развитие
аутоиммунных патологий. Несмотря на то что
многие биологические функции STAT3 извест!
ны давно, регулярно появляются данные о его
новых биологических свойствах, например, о
его антивоспалительных функциях в фагоцитах
и антипролиферативных свойствах в отдельных
видах опухолей.

РОЛЬ STAT3 В ВОСПАЛЕНИИ ЛЁГКИХ

Длительное время считалось, что бронхиаль!
ная астма развивается исключительно по Th2!

зависимому механизму, однако недавние успехи
в области молекулярной иммунологии привели
к необходимости пересмотра представлений о её
патогенезе [39]. К настоящему времени БА рас!
сматривается как гетерогенное заболевание,
включающее в себя несколько фенотипов. Наи!
более распространённый фенотип – атопичес!
кая БА, которая протекает преимущественно по
Th2!зависимому механизму и сопровождается
эозинофильным воспалением лёгких. Пациен!
ты с такой астмой хорошо поддаются традици!
онному лечению кортикостероидами [40, 41].
Менее распространённый фенотип заболева!
ния – нейтрофильная БА. У таких пациентов
болезнь протекает тяжело, а воспаление лёгких
связано с инфильтрацией лёгких другими про!
воспалительными клетками – нейтрофилами.
Пациенты с нейтрофильной БА плохо поддают!
ся лечению кортикостероидами [42].

STAT3 в поляризации Th<клеток. Исследова!
ния показали ведущую роль Th17!клеток в пато!
генезе нейтрофильного воспаления при БА [43].
В то же время STAT3 необходим для поляриза!
ции Th17!клеток, которые образуются из наив!
ных CD4+ Т!клеток под влиянием комбинации
цитокинов (TGF!β, IL!23, IL!6) (рис. 2). Дан!
ные цитокины активируют STAT3, который за!
пускает экспрессию фактора RORγt, специфич!
ного для Th17!клеток [44, 45]. В свою очередь,
Th17!клетки секретируют цитокины IL!17A, IL!
17F, IL!21 и IL!22, которые приводят к развитию
проявлений БА: нейтрофильному воспалению
лёгких, гиперсекреции слизи и ремоделирова!
нию респираторного тракта [4]. Примечательно,
что секретируемый IL!17A способен дополни!
тельно активировать фосфорилирование STAT3
в Th0!клетках, приводя к усилению IL!6/
STAT3!сигнального пути. Это в конечном
итоге ведёт к усилению поляризации и проли!
ферации Th17!клеток, и, как следствие, к усу!
гублению воспаления в лёгких по причине уве!
личенной продукции провоспалительных Th17!
цитокинов [46]. Кроме того, секретируемый IL!
17A ингибирует транскрипционный фактор
FOXP3 в клетках, являющихся предшественни!
ками Treg, что подавляет дифференцировку пос!
ледних. Учитывая антивоспалительный потен!
циал Treg!клеток, уменьшение их количества
также приводит к усилению воспаления [47].
При этом фактор SOCS3 негативно регулирует
фосфорилирование STAT3 и тем самым супрес!
сирует поляризацию Th17!клеток, сдвигая им!
мунный ответ в сторону Th1! и Th2!клеток [48].
Это подтверждается результатами исследований
на мышах с индуцированной аллергической БА.
У таких мышей повышена экспрессия Th2!ци!
токинов в лёгких, при этом экспрессия STAT3 и
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IL!6 снижены, а SOCS3 – увеличена. Подавле!
ние активности SOCS3 в лёгких молекулами
миРНК увеличивало экспрессию STAT3 и IL!6.
Эти данные свидетельствуют об отсутствии зна!
чимого вклада сигнального пути IL!6/STAT3 в
развитие Th2!опосредованного аллергического
воспаления лёгких; по всей видимости, IL!4/
STAT6!путь в данном случае является превали!
рующим [49]. При этом в опубликованной рабо!
те авторами не указывается к каким физиологи!
ческим последствиям приводила супрес!
сия SOCS3. Ещё одним коллективом авторов
осуществлён нокаут гена Socs3 в миелоидных
клетках мышей. У таких мышей увеличивалась
экспрессия STAT3 и развивалось более выра!
женное воспаление лёгких в ответ на введение
липополисахарида (ЛПС) в сравнении с мыша!
ми дикого типа [50].

Также незначительную роль IL!6/STAT3!пу!
ти в развитии Th2!зависимой БА демонстрирует
исследование с использованием мышей, нока!
утных по гену Il6. Вопреки ожиданиям нокаут
этого провоспалительного цитокина приводил
не к уменьшению, а к усилению воспаления лёг!
ких после индукции БА в сравнении с мышами
дикого типа. При этом, несмотря на полное от!
сутствие IL!6, у мышей происходила активация
STAT3 по TGF!β!зависимому механизму [51].

В то же время IL!6/STAT3!сигнальный путь
играет значительную роль в Th17!зависимом
воспалении лёгких при БА, поскольку IL!6 не!
обходим для пролиферации Th17!клеток, а фак!
тор STAT3 индуцирует продукцию этими клет!
ками провоспалительных цитокинов IL!17A,
IL!17F, IL!21 и IL!22 [44, 45]. Это подтверждает!
ся тем, что нокаут гена stat3 у мышей приводит к
практически полному отсутствию Th17!клеток в
лимфоузлах и продукции IL!17A лимфоцита!
ми [52].

Тем не менее, согласно новым данным,
STAT3 вовлечён не только в формирование
Th17!, но и Th2!иммунного ответа. Известно,
что в поляризации Th2!клеток ключевую роль
играет STAT6. Однако STAT3 усиливает взаимо!
действие фактора STAT6 с генными локусами, и
тем самым активирует гены, необходимые для
дифференцировки Th2!клеток [53]. Была созда!
на линия мышей с нокаутом гена stat3 в Т!клет!
ках. Такие мыши не развивали Th17!иммунный
ответ на аллерген, при этом чрезмерно активи!
ровался Th1!ответ, что выражалось в уменьше!
нии числа Th17!клеток и одновременном увели!
чении Th1!клеток в лимфатических узлах и в
лёгких. При этом количество Th2!клеток после
нокаута stat3 уменьшалось в лимфоузлах, но не в
бронхоальвеолярном лаваже (БАЛ). Это можно
объяснить тем, что STAT3 необходим для на!

чальной стадии дифференциации Th2!клеток,
которая происходит в лимфоузлах [52]. В работе
Gavino et al. [32] эти данные были подтвержде!
ны. Мышам вводили селективный ингибитор
STAT3 – C188!9, на фоне развития аллергичес!
кого воспаления лёгких, что приводило к подав!
лению патологии: уменьшению степени ремо!
делирования бронхов, снижению воспаления и
количества провоспалительных цитокинов в
лёгких, включая IL!4, IL!5, IL!13 и IL!17A. Эти
данные показывают, что инактивация STAT3
нивелирует как Th17!, так и Th2!иммунный от!
вет в лёгких. Учитывая гетерогенность механиз!
мов БА, блокирование двух иммунных ответов
одновременно является более перспективным
подходом к терапии.

В другом исследовании мышам на фоне раз!
вития экспериментальной БА интраназально
вводили IL!27 – цитокин, который активирует
Th1!клекти и подавляет активность Th2! и
Th17!клеток [54]. Примечательно, что, несмот!
ря на активацию STAT3, цитокин IL!27 супрес!
сировал Th17!иммунный ответ [54]. Данное
противоречие объясняется тем, что IL!27 подав!
ляет факторы RORγ и RORα по STAT1!зависи!
мому механизму, которые необходимы для по!
ляризации Th17!клеток [55].

Таким образом, IL!6/STAT3!сигнальный
путь играет большое значение в Th17!опосредо!
ванном нейтрофильном воспалении лёгких
при БА. В то же время этот путь не вносит суще!
ственного вклада в формирование Th2!опосре!
дованной эозинофильной БА.

Роль STAT3 в поляризации макрофагов М2<
фенотипа. Макрофаги обильно представлены в
лёгких и, соответственно, вовлечены в различ!
ные патологические процессы в респираторном
тракте, включая БА. Согласно современным
представлениям, макрофаги – это гетерогенная
популяция клеток с широким спектром биоло!
гических функций. Выделяют несколько субти!
пов этих клеток, наиболее изученными из кото!
рых являются классически активированные
макрофаги М1!фенотипа и альтернативно акти!
вированные макрофаги М2!фенотипа. В отли!
чие от М1!макрофагов, формирующихся под
действием IFNγ, макрофаги М2!фенотипа обра!
зуются после стимуляции цитокинами IL!4 и
IL!13 [56].

Показана взаимосвязь количества М2!мак!
рофагов в образцах БАЛ с тяжестью астмы [57].
Другие исследователи считают, что эти клетки
не играют решающей роли в развитии БА,
т.к. делеция IL!4Rα (необходимого для М2!по!
ляризации) в макрофагах не влияет на течение
заболевания, а повышенное количество M2!
клеток у пациентов с астмой является следстви!
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Рис. 2. Роль факторов STAT в поляризации Th!клеток. В зависимости от активности того или иного белка STAT дифферен!
цировка и пролиферация Th0!клеток будет осуществляться в различных направлениях. STAT3 индуцирует поляризацию
Th17!клеток, что приводит к таким патологическим проявлениям в лёгких, как бронхоконстрикция, инфильтрация лёгких
нейтрофилами, гиперсекреция слизи. TIMP1 – тканевой ингибитор металлопротеиназ!1; SLPI – секреторный ингибитор
протеиназы лейкоцитов; ROS – активные формы кислорода; MMP!9 – матриксная металлопротеиназа 9; TGF!β – транс!
формирующий фактор роста бета; IFNγ – интерферон гамма; IL – интерлейкин; STAT – преобразователь сигнала и акти!
ватор транскрипции; SOCS – супрессор сигнальных белков цитокинов; IRF4 – регуляторный фактор интерферона 4
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ем активации у них Th2!цитокинов [58]. Тем не
менее проведённые исследования указывают на
способность М2!макрофагов усиливать такие
проявления астмы, как аллергическое воспале!
ние, гиперреактивность бронхов и ремоделиро!
вание респираторного тракта за счёт отложения
коллагена [59]. Более детально роль М2!макро!
фагов в патогенезе астмы рассмотрена в совре!
менных обзорах [60, 61].

Установлено, что STAT3 является важным
детерминантом поляризации альтернативно ак!
тивированных макрофагов M2!фенотипа [16].
Были созданы мыши с селективным нокаутом
гена stat3 в миелоидных клетках (моноциты,
гранулоциты и макрофаги). Продемонстрирова!
но, что макрофаги с инактивированным stat3 ут!
рачивают способность отвечать на стимуляцию
IL!10 и экспрессировать маркёры М2!фенотипа
(гены Arg1 и Cd163) [16].

Исследования Zhao et al. [62] показали, что
инактивация STAT3 селективным ингибитором
LLL12 уменьшает воспаление в лёгких, индуци!
рованное ЛПС. Наоборот, гиперактивация
STAT3 у мышей, нокаутных по гену Socs3, при!
водит к усилению патологии. По мнению авто!
ров, одну из главных патогенетических функций
при остром респираторном дистресс!синдроме
и синдроме острого повреждения лёгких играют
макрофаги. Последующие исследования под!
твердили это предположение. Было установле!
но, что активация STAT3 в макрофагах приводит
к повышению продукции ими металлопротеаз
MMP2 и MMP9, которые вовлечены в повреж!
дение тканей лёгких. В частности, металлопро!
теазы разрушают белки межклеточного контак!
та в эпителии и эндотелии, белки базальной
мембраны респираторного эпителия [63]. В сво!
ей работе Liang et al. [64] выявили взаимосвязь
между экспрессией IL!33, фосфорилированием
STAT3 и экспрессией металлопротеаз MMP2 и
MMP9. Авторы показали, что культивирование
макрофагов с IL!33 запускало фосфорилирова!
ние STAT3 и продукцию ими металлопротеаз.
Наоборот, инактивация STAT3 молекулами
миРНК приводила к утрате способности макро!
фагов продуцировать MMP2 и MMP9 в ответ на
IL!33.

STAT3 вовлечён в процессы ремоделирова!
ния при БА не только посредством активации
М2!макрофагов, но и фибробластов. Активация
IL!33/ST2!сигнального пути приводит к фосфо!
рилированию STAT3 в фибробластах и повыше!
нию продукции ими факторов фиброза (напри!
мер, коллагена!1). Блокирование IL!33/ST2!
сигнального пути с помощью моноклональных
антител уменьшает степень ремоделирования
бронхов [65].

Ещё в одном исследовании показано, что
фибробласты лёгких в ответ на стимуляцию ци!
токином TNF!α или IL!1β индуцировали про!
дукцию CXCL10 (C!X!C motif chemokine li!
gand 10, хемокиновый лиганд 10 с C!X!C!моти!
вом), что было опосредовано фактором STAT3.
В свою очередь, хемокиновый лиганд CXCL10,
секретируемый активированными фиброблас!
тами, играет решающую роль в обеспечении по!
ляризации M1!фенотипа альвеолярных макро!
фагов. Таким образом, фактор STAT3 задейство!
ван ещё и в поляризации альвеолярных макро!
фагов [66].

Роль STAT3 в эндотелиальных и эпителиальных
клетках. Эндотелиальные клетки играют важную
роль в миграции провоспалительных клеток из
системного кровотока в лёгкие при развитии БА.
В этом процессе большое значение играют моле!
кулы адгезии эндотелия ICAM!1 (межклеточная
молекула адгезии 1) и VCAM!1(васкулярная мо!
лекула клеточной адгезии 1). Нокаут гена, коди!
рующего ICAM!1, или его нейтрализация моно!
клональными антителами существенно (более чем
в 2 раза) уменьшает инфильтрацию лёгких нейт!
рофилами у мышей на фоне ингаляции ЛПС [67].
При нормальных условиях ICAM!1 и VCAM!1
экспрессируются на поверхности эндотелия в не!
большом количестве, однако при патологичес!
ких изменениях (воздействие активных форм
кислорода или провоспалительных цитокинов
(IL!6, TNF!α и др.)) их количество существенно
увеличивается. Решающее значение в увеличе!
нии количества молекул адгезии играет STAT3,
т.к. нокдаун соответствующего гена в эндотели!
альных клетках приводил к утрате их способнос!
ти усиливать экспрессию ICAM!1 и VCAM!1 в
ответ на IL!6 [7]. Эти данные свидетельствуют о
том, что STAT3, активируя молекулы адгезии
ICAM!1 и VCAM!1 на поверхности эндотелиаль!
ных клеток, способствуют инфильтрации лёгких
провоспалительными клетками (преимущест!
венно гранулоцитами) при развитии БА.

Респираторный эпителий является первой
линией защиты от аэроаллергенов и прочих
поллютантов и, соответственно, эпителиальные
клетки играют значимую роль в индукции и
поддержании воспаления дыхательных путей.
В одном исследовании делеция STAT3 в респи!
раторном эпителии приводила к значительному
уменьшению признаков воспаления у мышей
после индукции БА. Также при нокауте stat3 в
клетках респираторного тракта происходило
уменьшение числа провоспалительных клеток в
лёгких и снижение уровня хемокинов в БАЛ.
Эти результаты демонстрируют провоспали!
тельную роль STAT3 в эпителиальных клетках
дыхательных путей [68].
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STAT3 КАК ТЕРАПЕВТИЧЕСКАЯ
МИШЕНЬ

Приведённые данные свидетельствуют о
том, что STAT3 может стать новой терапевтичес!
кой мишенью для разработки противоастмати!

ческих препаратов. Можно выделить две страте!
гии ингибирования STAT3: непрямое ингибиро!
вание, когда блокируются молекулы необходи!
мые для фосфорилирования STAT3 (например,
JAK2), и прямое ингибирование функциональ!
ных доменов STAT3 (таблица).
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Ингибитор

Руксолитиниб

Тофацитиниб

AZD1480

WP1066

AG490

Нарингенин

LLL12

Куркумин

Алантолактон

Пиперлонгумин

Силибинин

Галиеллалактон

Исследования эффектов ингибирования STAT3 на моделях воспаления лёгких

Ссылка

[69]

[70]

[72]

[73]

[71]

[74]

[62]

[78]

[82]

[83]

[84]

[87]

Биологические эффекты

снижение процентного содержания эозинофилов и нейт!
рофилов в БАЛ в 3 раза; уменьшение концентрации
IL!17A в БАЛ в 2 раза; уменьшение доли Th17!клеток в
ткани лёгких в 1,5 раза

снижение доли эозинофилов в БАЛ на 20%

снижение уровня общего белка, TNF!α, IL!1β, IL!6 в
БАЛ почти в 2 раза

снижение сопротивляемости дыхательных путей в 2 раза

уменьшение гиперреактивности бронхов в 1,8 раза; сни!
жение степени перибронхиальной инфильтрации про!
воспалительными клетками

снижение степени воспаления лёгких; уменьшение ги!
перреактивности бронхов и ремоделирования дыхатель!
ных путей; снижение уровня цитокинов (IL!4 и IL!13) в
БАЛ в 2 раза

подавление экспрессии генов провоспалительных цито!
кинов (IL&1, IL&6, TNF&α) в БАЛ и сыворотке крови

снижение общего количества клеток БАЛ в 1,8 раза;
уменьшение степени общего воспаления дыхательных
путей

уменьшение доли эозинофилов в БАЛ на 60%; подавле!
ние секреции муцина в дыхательных путях

снижение уровня сывороточного IgE на 70%; уменьше!
ние метаплазии бокаловидных клеток в 2 раза

снижение уровня TNF!α, IL!1β и Th2!цитокинов (IL!4,
IL!5, IL!13) в БАЛ в 1,5 раза; уменьшение доли эозино!
филов в БАЛ почти в 5 раз

улучшение гиперреактивности дыхательных путей в 1,5
раза; снижение доли эозинофилов в БАЛ в 2 раза

Механизм действия

препятствие
фосфорилированию

препятствие
фосфорилированию

неизвестно

препятствие
фосфорилированию

препятствие
фосфорилированию

неизвестно

ингибирование
ДНК!связывающей
активности

Мишень

JAK1/2

JAK3

JAK1/2

JAK2

SOCS3

SH2

SH2

DBD

Малые молекулы в качестве непрямых ингибиторов STAT3

Малые молекулы в качестве прямых ингибиторов STAT3

Прямые ингибиторы STAT3 на основе природных соединений
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Было разработано несколько низкомолеку!
лярных ингибиторов JAK2, включая руксолити!
ниб, тофацитиниб, AG490, AZD1480 и WP1066.
Эти ингибиторы подавляют сигнальный путь
JAK2/STAT3, ингибируя непосредственно JAK2.

Ингибиторы руксолитиниб и тофацитиниб
обеспечивали снижение числа нейтрофилов и
эозинофилов в лёгких мышей с индуцирован!
ной БА, а также снижение количества Th17!кле!
ток и концентрации IL!17A в БАЛ [69, 70]. При!
менение ингибитора AG490 уменьшало воспа!
ление дыхательных путей и гиперреактивность
бронхов у мышей с индуцированной БА [71].
Введение мышам AZD1480 – ингибитора JAK2,
заметно уменьшало степень повреждения лёг!
ких у мышей при экспериментальной БА [72].
Ингибирование STAT3 с помощью WP1066 по!
давляет клеточное старение и приводит к усиле!
нию регуляции альфа!актина гладких мышц и
коллагена первого типа в эпителии дыхательных
путей у мышей [73]. Показано, что небольшая
гетероциклическая молекула нарингенин может
индуцировать экспрессию гена Socs3 в эндоте!
лиальных клетках сосудов, что приводит к инги!
бированию STAT3 [15]. Экспериментальная те!
рапия нарингенином приводила у мышей к зна!
чительному снижению степени воспаления лёг!
ких, уменьшению гиперреактивности бронхов,
и ремоделированию дыхательных путей [74].

Несмотря на благоприятные физиологичес!
кие эффекты, общим недостатком вышеописан!
ных ингибиторов является их низкая селектив!
ность, т.к. они ингибируют не только JAK2, но и
другие киназы. Таким образом, стратегия не!
прямого ингибирования STAT3 с помощью ин!
гибиторов JAK2 сопряжена с низкой специфич!
ностью.

При прямом ингибировании STAT3 чаще
всего мишенью выступает домен SH2 [75]. Ин!
гибирование домена SH2 приводит к наруше!
нию не только активации и димеризации
STAT3, но также и последующей ядерной транс!
локации и индукции экспрессии генов, регули!
руемых STAT3. Низкомолекулярный ингибитор
LLL12 непосредственно контактирует с сайтом
фосфорилирования pTyr705 фактора STAT3, что
нарушает димеризацию STAT3 и последующее
связывание с ДНК. Терапия LLL12 подавляла
ЛПС!индуцированное воспаление лёгких у мы!
шей, что сопровождалось снижением активации
STAT3 и ингибированием инфильтрации макро!
фагов и воспалительных клеток в БАЛ, а также
снижала экспрессию провоспалительных генов
в БАЛ и сыворотке крови [62].

Другая группа ингибиторов, нацеленных на
SH2!домен STAT3, представляет собой произ!
водные природных соединений. Куркумин,

природное соединение из растений, таких как
куркума (Curcuma longa), обладает множеством
биологических свойств, включая способность
ингибировать фосфорилирование STAT3 [76, 77].
В одном из исследований куркумин оказывал
эффект, снижающий общий приток клеток в
БАЛ у мышей с индуцированной БА, а также
уменьшал общий уровень воспаления дыхатель!
ных путей [78]. Алантолактон, пиперлонгумин и
силибинин также связываются с SH2!доменом
STAT3 и ингибируют его активность [79–81].
Применение этих агентов значительно подавля!
ло рекрутирование провоспалительных клеток в
дыхательные пути, а также снижало продукцию
провоспалительных цитокинов в БАЛ [82–84].
Однако большинство этих ингибиторов не явля!
ются STAT3!специфическими, поскольку они
способны связывать домены SH2 многих белков
семейства STAT [10].

Домен DBD является важной областью свя!
зывания между белком STAT3 и ДНК. Этот до!
мен индуцирует экспрессию генов!мишеней
посредством связывания STAT3 с промоторами.
Галиеллалактон – природный продукт, который
был идентифицирован как ингибитор ДНК!
связывающей активности STAT3 [85, 86]. Он
значительно подавлял основные проявления
экспериментальной астмы у мышей, такие как:
гиперреактивность дыхательных путей, эозино!
филия лёгких и гиперпродукция слизи [87].

Существуют и многие другие ингибиторы
STAT3 (SB1578, трицин, флавон, pYLPQTV, аце!
тил!pYLKTKF, STA!21, OPB!31121, OPB!51602,
Stattic, S3I!201 и его аналоги, C48, inS3!54 и его
аналоги, IS3!295, CPA!1, CPA!7, хлорид плати!
ны (IV), ST3!Hel2A!2 и K116) [9], однако ин!
формация об их роли в воспалении лёгких отсут!
ствует.

Учитывая тот факт, что пациенты с нейтро!
фильной БА плохо поддаются традиционному
лечению кортикостероидами, к потенциальным
преимуществам анти!STAT3!терапии следует
отнести возможность уменьшения нейтрофиль!
ного воспаления лёгких. Данный тип воспале!
ния формируется по Th17!зависимому механиз!
му, в котором фактор STAT3 играет значимую
роль.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Фактор STAT3 описан более 20 лет назад.
За это время показано, что он вовлечён в широ!
кий спектр биологических процессов (грануло!
цитопоэз, дифференцировка Т! и В!клеток, ан!
тибактериальная защита, канцерогенез и разви!
тие аутоиммунных патологий). В данном обзоре
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НИКОЛЬСКИЙ и др.

мы описываем механизмы активации STAT3 и
его роль в воспалении лёгких при БА.

Бронхиальная астма – это хроническое забо!
левание дыхательных путей, в патогенез которо!
го вовлечён широкий спектр клеток и провоспа!
лительных факторов. Изначально механизм
воспаления лёгких при БА рассматривали как
исключительно Th2!зависимый процесс, в ко!
тором решающую роль играют Th2!клетки, ак!
тивируемые по IL!4/STAT6!сигнальному пути.
Однако накапливаются данные об участии фак!
тора STAT3 в развитии тяжёлой БА, которая за!
частую не поддаётся стандартному лечению
кортикостероидами.

Исследования показали ведущую роль Th17!
клеток в патогенезе нейтрофильного воспале!
ния при БА. В то же время IL!6/STAT3!сигналь!
ный путь играет большое значение в поляриза!
ции Th17!клеток, поскольку IL!6 необходим для
пролиферации Th17!клеток, а фактор STAT3
индуцирует продукцию этими клетками провос!
палительных цитокинов IL!17A, IL!17F, IL!21 и
IL!22. Кроме того, STAT3 является важным де!
терминантом поляризации альтернативно акти!
вированных макрофагов M2!фенотипа, кото!
рые усиливают такие проявления БА, как аллер!
гическое воспаление, гиперреактивность и ре!
моделирование респираторного тракта за счёт
отложения коллагена вокруг бронхов. Актива!
ция STAT3 в эндотелиальных клетках приводит
к увеличению экспрессии на их поверхности

молекул адгезии (ICAM!1 и VCAM!1), которые
способствуют рекрутированию провоспалитель!
ных клеток (нейтрофилов и эозинофилов) в
ткань лёгких, где последние оказывают своё
повреждающее действие.

Вышеописанное позволяет полагать, что
фактор STAT3 может стать новой терапевтичес!
кой мишенью для разработки противовоспали!
тельных препаратов. Данный фактор является
внутриклеточным, потому разработка терапев!
тических моноклональных антител для его
нейтрализации нецелесообразна. Тем не менее в
литературе описаны ингибиторы STAT3 на ос!
нове низкомолекулярных соединений. Обобщая
опыт применения этих ингибиторов на моделях
воспаления лёгких in vivo, можно заключить, что
инактивация STAT3 оказывает благоприятный
антивоспалительный эффект, что свидетель!
ствует о перспективности данного подхода.
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THE ROLE OF TRANSCRIPTION FACTOR STAT3
IN THE PATHOGENESIS OF BRONCHIAL ASTHMA

Review

A. A. Nikolskii, I. P. Shilovskiy*, E. D. Barvinskaia,
A. V. Korneev, M. S. Sundukova, and M. R. Khaitov

NRC Institute of Immunology FMBA of Russia; 115522 Moscow, Russia; E&mail: ip.shilovsky@nrcii.ru

Bronchial asthma is a heterogeneous chronic inflammatory disease of the airways. Studies of the molecular and cel!
lular mechanisms of bronchial asthma have made it possible to establish that a wide range of cells of the immune sys!
tem (T! and B!cells, eosinophils, neutrophils, macrophages, etc.), as well as structural cells (epithelial and endothe!
lial) are involved in its pathogenesis. These cells are activated in response to external stimuli (bacteria, viruses, aller!
gens and other pollutants) and produce pro!inflammatory factors (cytokines, chemokines, metalloproteinases, etc.),
which ultimately leads to the launch of pathological processes in the lungs. It is known that genes encoding tran!
scription factors of the STAT family (STAT ! signal transducer and activator of transcription), of which there are 7
representatives, are involved in cell activation. Recent studies have shown that the transcription factor STAT3 plays
an important role in the activation of the above cells, and thus contributes to the development of asthma. In animal
studies, selective inhibition of STAT3 significantly reduces the severity of inflammation in the lungs, which indicates
its promising potential as a therapeutic target. In this review, we describe the mechanisms of STAT3 activation and its
role in the polarization of Th2/Th17 cells and M2 macrophages, in the dysfunction of endothelial cells, which ulti!
mately leads to the formation of manifestations of bronchial asthma: neutrophils and eosinophils infiltration into the
lungs, bronchial hyperreactivity and remodeling of the respiratory tract.

Keywords: bronchial asthma, STAT3, JAK, T!helpers, signaling pathway
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Согласно предлагаемой теории, богатые крахмалом частицы (статолиты), перемещаясь по инерции в сен�
сорных клетках (статоцитах) корней и стеблей, помогают растению преобразовывать движения Земли в сиг�
налы, необходимые для восприятия растением его ориентации относительно вектора силы тяжести. Движе�
ния Земли отличаются постоянной вариабельностью, что, в частности, относится к так называемым поляр�
ным движениям и колебаниям оси вращения планеты. Статолиты в каждый данный момент движутся в ци�
топлазматической жидкости статоцитов по инерции под действием движений Земли, сохраняя траекторию,
заданную предыдущим движением колеблющейся планеты. В отличие от статолитов стенки статоцита пе�
ремещаются в пространстве вместе со всем растением и с Землёй в строгом соответствии с текущим направ�
лением движения оси планеты. Это приводит к неизбежному столкновению статолитов с клеточной стен�
кой/мембраной. Цитоплазматическая жидкость, как субстанция не способная сохранять форму, не препят�
ствует инерциальному движению статолитов, ударяющих в стенку статоцита как в цель. Ударяясь о мембра�
ну, статолиты вызывают в месте удара высвобождение ионов и других факторов, которые в дальнейшем
участвуют в гравитропном процессе. Давление статолитного осадка на дно статоцита и позиция этого осад�
ка не относятся к базовыми факторам гравитропизма.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гравитропизм растений, перцепция ориентации растений, переориентация, закон
синуса, статоциты, статолиты, грависенсинг, движения Земли.
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ВВЕДЕНИЕ

Гравитропизм или геотропизм растений –
это реакция, которая направляет рост растений
параллельно вектору силы тяжести. Ярким про�
явлением гравитропного роста растений являет�
ся их универсальная способность восстанавли�
вать ориентацию органов после принудитель�
ной переориентации растения. Особый интерес
в гравитропизме представляет его самая ранняя
стадия, «перцепция ориентации», т.е. механизм
распознавания растением своего положения от�
носительно вектора гравитации. Обычно счита�
ется, что эффект вызван гравитационным при�
тяжением к Земле особых амилопластов, напол�
ненных крахмалом, также известных как стато�
литы. Хотя гравитация является одним из наи�
более важных факторов окружающей среды, с
которыми сталкивается растение, его способ�
ность ориентироваться относительно вектора
гравитации, по�видимому, не контролируется
притяжением статолитов к Земле, поскольку
действие слишком слабое. В отличие от приня�
той парадигмы гравитропизма растений здесь

выдвигается идея, согласно которой растения
практикуют особый механизм восприятия ори�
ентации, использующий особенности движения
Земли в космосе.

Гравитропизм растений широко изучается с
19 века [1], и его наиболее популярным объясне�
нием стала статолитная теория [2–5], согласно
которой богатые крахмалом пластиды, или ста�
толиты, будучи тяжелее цитоплазмы, оседают на
дно чувствительных клеток (статоцитов), а за�
тем запускают рост с асимметричным изгибом,
который восстанавливает правильную ориента�
цию растения.

Несмотря на прогресс в этой области, самая
ранняя фаза гравитропизма растений, т.е. вос�
приятие растениями своей ориентации, остаёт�
ся неясной по сей день [6]; последующие стадии
гравитропизма успешно расшифровываются, но
самая первая стадия остаётся неуловимой. Меж�
ду тем есть свидетельства того, что растения об�
наруживают изменение своей ориентации за до�
ли секунды, и поэтому можно предположить,
что растение сначала должно выполнить вос�
приятие ориентации, и только затем оно пере�
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ходит к асимметричному распределению факто�
ров роста, которые позволяют выполнять росто�
вые изгибы органов как проявление положи�
тельного (рост корней вниз) и отрицательного
(рост побегов вверх) гравитропизма. Здесь обос�
новывается, что на первой стадии гравитропиз�
ма растениям было бы выгодно использовать
особый механизм, основанный на колебатель�
ных движениях Земли и непрерывных сдвигах
её оси вращения. Притяжение компонентов
растений к центру Земли играет роль только на
последующих стадиях гравитропизма.

СОСТОЯНИЕ ПРОБЛЕМЫ
И ПЛАНЕТАРНЫЙ МЕХАНИЗМ

Современные объяснения гравиперцепции рас3
тений. В ходе долгой истории изучения грави�
тропизма растений [4, 7] было установлено, что
ранние фазы этого процесса связаны с ролью
амилопластных статолитов, которые осаждают�
ся в эндодермальных клетках побегов и клетках
колумеллы корней, хотя механизм их функцио�
нирования оставался неизвестным, несмотря на
обилие экспериментов [8].

Теория Cholodny–Went об асимметричном
распределении фитогормона ауксина как необ�
ходимой предпосылки для тропического изгиба
органов растений остаётся объединяющей кон�
цепцией после 100 лет исследований [9, 10], но
открытие асимметрии в распределении гормо�
нов роста, ионов и других факторов в ответ на
переориентацию растений не прояснили суть
инициирующего события – как растение «узна�
ёт» о своём положении в пространстве?

Современные теории гравитропизма расте�
ний основаны на парадигме, согласно которой
процесс начинается с гравитационного притя�
жения сенсорных частиц, таких как статолиты,
к Земле. Некоторое время конкурировали две
модели гравиперцепции, известные как давле�
ние крахмальных статолитов и давление про�
топласта. Однако предположение о том, что
клеточный протопласт работает вместо статоли�
тов [4, 11], не может объяснить следование пере�
ориентированных растений правилу синуса [12]
и имеет в основном исторический интерес. Сле�
дует также подчеркнуть, что «нестатолитные»
теории разделяют со статолитной теорией слож�
ность распознавания слабых сигналов [13].

Согласно классической теории крахмальных
статолитов, механочувствительная система ста�
тоцита распознаёт, что растение оказалось пере�
ориентированным, только чувствуя тяжесть бо�
гатых крахмалом амилопластов, осевших на дно
клетки [13–15]. Осадок амилопластов далее пе�

ренаправляет транспортирование гормона аук�
сина к нижнему краю органа растения, что при�
водит к дифференциальному росту верхнего и
нижнего флангов, при этом корень изгибается
вниз, а стебель – вверх [5].

Гравитропная реакция побегов у покрытосе�
менных зависит от угла наклона, от направле�
ния силы тяжести. Согласно «гипотезе датчика
положения», устройство, которое определяет
положение амилопластов в статоцитах, обнару�
живает также наклон побегов благодаря накло�
ну осадка амилопластов, тогда как механочув�
ствительные каналы не участвуют в ощущении
силы тяжести, действующей на амилоплас�
ты [16–19]. Предполагается, что осадок амило�
пластов из�за своего положения и взаимодей�
ствия с факторами роста распределяет их асим�
метрично. «Гипотеза датчика положения» не мо�
жет ответить на ключевой вопрос, касающийся
восприятия ориентации – почему статоциты за
доли секунды после переориентации способны
отвечать поступлением ионов кальция, что до�
кументировано многими наблюдениями [8, 20].

Также предполагалось, что статолиты снаб�
жены лигандами, которые химически взаимо�
действуют с рецепторами мембраны [21]. Этот
вариант устраняет проблему идентификации
полезного сигнала на фоне механических по�
мех, но данные о снижении эффекта гравитро�
пизма у мутантов с дефицитом крахмала остают�
ся не полностью объяснёнными.

Уместно подчеркнуть, что различный хими�
ческий состав статолитов, таких как крахмал у
высших растений, тяжёлые кристаллы сульфата
бария в зелёной водоросли Chara и кристаллы
белка в некоторых грибах [22, 23], по�видимому,
противоречит роли осадка статолитов как уни�
версального компонента, регулирующего рас�
пределение ростовых веществ. Имеющиеся дан�
ные, скорее, говорят о том, что статолиты ис�
пользуются как универсальный ударный
инструмент.

Некоторые эффекты не согласуются с моделя3
ми гравитропизма. Известен ряд эффектов, не
соответствующих ни классической модели бога�
тых крахмалом статолитов, ни её модификаци�
ям. В частности, известно [24, 25], что: 1) самый
короткий стимул, необходимый для ответа, мо�
жет составлять не более 7 с, а с учётом ширины
клетки статоцита для осаждения амилопласта
должно потребоваться несколько минут для
достижения нижней части клетки; 2) безкрах�
мальные статолиты более лёгкие и не осаждают�
ся, но эти мутанты всё ещё способны ощущать
переориентацию, хотя и с большим разбросом
ответов у побегов; 3) амилопласты вместе с ак�
тиновыми филаментами совершают скачкооб�
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разные движения, не способствующие образо�
ванию осадка. Присутствие крахмала и осажде�
ние пластид не было необходимым для грави�
тропного ответа корней у безкрахмального му�
танта Arabidopsis [26]. Между тем почти все тео�
рии гравитропизма основаны именно на отло�
жении статолитов в виде единого осадка с его
предполагаемой способностью растягивать
мембрану или регулировать факторы рос�
та [18, 17].

Восприятие растением своего положения в
пространстве – предпосылка для гравитропного
роста. Как растение может воспринимать пра�
вильность своего положения, как обнаруживает
изменение своей ориентации, если, например,
растение расположить горизонтально? Это от�
носится и к любому прорастающему семени, ко�
торому ещё только предстоит послать стебли
вверх, а корни – вниз. Начальная и самая зага�
дочная стадия гравитропизма растений здесь
обозначена термином «перцепция ориентации»
вместо менее точных терминов – гравиперцеп�
ции или грависенсинг, поскольку они подразу�
мевают недоказанное и, возможно, ошибочное
объяснение.

Можно предположить, что в целях перцеп�
ции ориентации растения обратились к колеба�
ниям оси вращения Земли, а не к притяжению
растений к центру Земли, которое ожидается с
точки зрения гравиперцепции и грависенсинга.
Роль притяжения растительных компонентов к
центру Земли важна, но только на этапах, следу�
ющих за восприятием ориентации. Растения
могли использовать колебания оси планеты как
фактор, предположительно влияющий на дина�
мику статолитов. Статолиты водорослей и гри�
бов, несмотря на их различный состав, по�види�
мому, могли функционировать по тому же уни�
версальному принципу, что и у высших расте�
ний. Всем им важно выполнять восприятие ори�
ентации, и у всех мог бы работать общий меха�
низм.

Роль изменений ориентации оси вращения
Земли для ориентации растений. Из геофизичес�
ких и астрономических исследований известно,
что ось вращения Земли претерпевает измене�
ния в своей ориентации. Для вращения и ориен�
тации Земли характерны неравномерные дви�
жения. Среди них – полярные движения,
т.е. колебание оси вращения Земли вокруг оси
её фигуры, и колебания оси вращения Земли
(нутации). Происхождение нутаций связано со
многими факторами, включая, в частности,
внешние гравитационные моменты в отноше�
нии Земли, создаваемые Луной, Солнцем и в
меньшей степени – планетами. Эти эффекты
вызывают обмен угловым моментом между ре�

зервуарами орбитального и вращательного дви�
жений [27, 28].

Земля примерно имеет форму эллипсоида,
сплющенного на полюсах; сплюснутость Земли,
в свою очередь, контролирует, помимо астроно�
мической прецессии�нутации, также нутацион�
ные и колебательные движения, проявляющие�
ся как внутренние вращательные нормальные
моды, присущие системе Земли [29–31].

Изменения ориентации земной оси в космо�
се связаны также с существованием внутри Зем�
ли покачивающегося твёрдого внутреннего яд�
ра. На ориентацию оси влияют различные про�
цессы, включая массовую циркуляцию атмо�
сферы и океана, мантийную конвекцию, меха�
низмы связи на границах раздела жидкого
внешнего ядра и твёрдого внутреннего ядра, ре�
зонансные эффекты структур нутации свобод�
ного ядра и т.д. [32]. Из�за всего этого объеди�
нённые силы, действующие на Землю, произво�
дят постоянные небольшие изменения как в
ориентации оси вращения Земли, так и в ско�
рости её вращения.

Изучение движений Земли внесло большой
вклад в геофизику и астрономию, но растения,
вероятно, также «знают», как извлечь из них
пользу. И они могли сделать это, используя
предложенный механизм.

Планетарный механизм как инициатор вос3
приятия растением своей ориентации. Предлага�
ется теория, согласно которой при переориента�
ции растения, т.е. при изменении его положе�
ния относительно вектора силы тяжести, стато�
литы ударяются о мембрану/стенку статоцита.
Столкновение статолитов со стенкой возникает
из�за механизма, функционирование которого
зависит от Земли как планеты, движущейся в
соответствии с её гравитационными взаимодей�
ствиями, а также от инерционного движения
статолитов в цитоплазматической жидкости.
Регулярные и нерегулярные движения планеты
являются основной причиной инерционных
движений статолитов, бомбардирующих мемб�
рану/стенку статоцита как только растение ме�
няет своё положение, т.е. ориентацию в про�
странстве. Стенки статоцитов движутся вместе с
планетой Земля, а статолиты, находясь в цито�
плазматической жидкости, обладают способ�
ностью, перемещаясь по инерции, сохранять то
направление движения, которое планета имела
в предыдущий момент. В отличие от статолитов
клеточные стенки, как и всё растение, переме�
щаются в пространстве вместе с планетой в
строгом соответствии с текущим движением
Земли. Т.е. статолиты должны какое�то время
двигаться по инерции в цитоплазматической
жидкости независимо от движения статоцита в
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целом. Эта относительная независимость дви�
жений клеточной стенки и статолита неизбежно
приводит к столкновению статолитов с каким�
либо сектором стенки. Какой именно сектор
подвергнется бомбардировке статолитами, за�
висит от угла наклона статоцита, как части орга�
на растения, относительно вертикали.

Таким образом, предлагаемый механизм, ко�
торый можно обозначить как планетарный ме�
ханизм, функционирует за счёт инерционных
движений частиц, которые генерируются дви�
жениями Земли в космическом пространстве.
Этот механизм был бы невозможен, если бы
движение Земли было строго равномерным. Био�
физический стимул в виде бомбардировки стен�
ки статоцита любыми статолитами независимо
от их химической природы служит первопричи�
ной «перцепции ориентации». Столкновения
вызывают активацию ионных каналов механо�
чувствительной мембраны, что приводит к ло�
кальному проникновению ионов кальция в ста�
тоциты, а также к локальному высвобождению
переносчиков ауксина и других факторов, «от�
слаивающихся» от мембраны и участвующих в
последующем гравитропном росте. Успешному
процессу перцепции способствует увеличение
массы статолитов, поэтому они наполнены
крахмалом у высших растений и сульфатом ба�
рия – у водорослей.

В экспериментах можно было бы заменить
амилопласты в статоците инертными частицами
и получить предположительно такой же результат
в тесте на накопление ионов кальция после пере�
ориентации. Принудительное растворение искус�
ственных статолитов сразу после акта перцепции
ориентации не должно препятствовать последу�
ющему гравитропному росту. Это показало бы,
что статолиты играют ключевую роль в первом
акте, а не в последующих актах гравитропизма.
Наблюдаемое осаждение статолитов – про�
стой побочный эффект их присутствия в клетке.
Что касается броуновского движения и других
обычных помех, они не могут противостоять эф�
фекту, вызванному движениями планеты.

Что касается сектора статоцита, в который
ударили статолиты, то он в дальнейшем служит
источником позиционной информации, т.е. его
топография играет роль так называемой уставки.
Именно в этом секторе инициируется мгновен�
ный ответ в виде локального появления ионов
кальция, проходящих через активированные ме�
ханочувствительные каналы мембраны. Затем,
т.е. после акта перцепции ориентации, развора�
чивается каскад сигнальных событий, в котором
асимметричное распределение ауксина играет
центральную роль, столетие назад предусмот�
ренное теорией Cholodny–Went [9, 33, 34].

Скачкообразные движения статолитов, ини�
циированные цитоскелетом, по�видимому, важ�
ны для их участия в планетарном механизме.
Эволюционное приобретение тяжёлых амило�
пластов могло просто улучшить способность
растений к зависимой от ударов перцепции ори�
ентации, которая у них могла быть ещё до воз�
никновения специализированных статолитов.
Кстати, в клетках, чувствительных к гравита�
ции, скачки наблюдаются не только в поведе�
нии амилопластов, но и других органелл [35, 36].
Выходя на сушу, предки высших цветковых рас�
тений, по�видимому, уже использовали статоли�
ты в работе планетарного механизма, но после�
дующий каскад гравитропных процессов ещё не
был достаточно эффективным. Это предполо�
жение согласуется с наблюдениями, согласно
которым амилопласты в корнях папоротников и
ликофитов обнаруживают случайную локализа�
цию в клетках корней, и эти организмы демон�
стрируют медленную, рудиментарную грави�
тропную реакцию корней [37].

Мгновенная реакция растений с помощью
ионов кальция на переориентацию. Было показа�
но, что время предъявления (самый короткий
стимул, необходимый для ответа на переориента�
цию, т.е. на изменение позиции растения отно�
сительно вектора силы тяжести) может состав�
лять менее одной секунды, тогда как амилоплас�
ту требуется несколько минут, чтобы осесть на
дно клетки [24]. Это прямо указывает на то, что
приток ионов Са2+ из клеточного окружения в
цитоплазму статоцитов запускается не образова�
нием осадка, а каким�то другим механизмом, ко�
торый действует мгновенно, т.е. так же, как и
должен работать планетарный механизм. Когда
эффекты увеличения концентрации ионов Са2+ в
определённых структурах проростков Arabidopsis
были проанализированы при различных значе�
ниях силы тяжести в сочетании с быстрым пере�
ключением проростков между гипергравитацией
и микрогравитацией (в наземных исследованиях
и в параболических полётах), оказалось, что про�
ростки обладают очень быстрым механизмом
восприятия, который линейно преобразует ши�
рокий диапазон гравитационных изменений
(0,5–2 g) в сигналы Са2+ в субсекундном масшта�
бе времени [38, 39]. В таких условиях способ�
ность статолитов по инерции перемещаться в ци�
топлазматической жидкости относительно стен�
ки/мембраны статоцита могла проявляться в
полной мере. Предложенный механизм может
работать как на земле, так и в космосе, но искус�
ственное изменение веса должно повлиять на
последующие стадии гравитропизма растений.

Обнаружение верха и низа у растений выпол3
няется только после перцепции ориентации. Вос�
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приятие растением своей ориентации создаёт
ключевую предпосылку для последующих собы�
тий гравитропизма. На этой стадии активируют�
ся механочувствительные ионные каналы из�за
столкновений мембраны со статолитами. Акти�
вированные ионные каналы, пропускающие
ионы, способны регулировать осмотическое
давление [40]. Повышение осмотического дав�
ления в статоцитах и окружающей ткани, возни�
кающее после акта перцепции ориентации,
приводит к локальному накоплению жидкости с
факторами роста (переносчиками PIN, аукси�
ном и др.). Затем эта жидкость стекает вниз, и
только теперь гравитация Земли оказывается
важной для гравитропизма растений. Только на
этом этапе корень «узнаёт», где находится «низ»,
а ствол получает информацию о «верхе».

Высвобождение ионов в ответ на переориен�
тацию растений задокументировано как самое
раннее и кратковременное повышение концен�
трации ионов Са2+, за которым следуют другие
события [39]. Механочувствительная плазмати�
ческая мембрана статоцитов армирована пере�
носчиками ауксина, организованными в класте�
ры [33]. Вероятно, помимо кальциевого ответа
статоцитов, PIN и некоторые другие факторы
могут локально высвобождаться из мембраны в
ответ на её бомбардировку статолитами. Таким
образом, биофизический процесс столкновения
статолитов с мембраной/стенкой запускает все
последующие биохимические и клеточные со�
бытия гравитропизма.

Среда микрогравитации даёт возможность
свести на нет любое давление, прикладываемое
статолитами, однако физического контакта ста�
толитов с мембраной в условиях микрогравита�
ции достаточно для генерации высвобождения
ионов кальция [21]. Хотя планетарный меха�
низм может функционировать в условиях мик�
рогравитации, нисходящий поток факторов
роста, высвобождаемых после воздействия ста�
толитов, может быть затруднён, и поэтому ко�
нечный результат может быть изменён. Однако
статолиты, перемещающиеся в цитоплазмати�
ческой жидкости по инерции, даже в условиях
микрогравитации обладают способностью уда�
рять в мембрану/стенку статоцитов; это всегда
происходит, когда ориентация растения меняет�
ся по сравнению с предыдущим положением.
Сила инерции пропорциональна массе тела, по�
этому, например амилопласты, богатые крахма�
лом, более эффективны, чем более лёгкие, не
содержащие крахмала, амилопласты мутантов.

Таким образом, инициирующим событием в
восприятии ориентации не только в царстве
растений, но и у грибов является механическое
напряжение, оказываемое воздействием стато�

литов на клеточную стенку вследствие работы
планетарного механизма. Гравитропный рост –
процесс вторичный по отношению к восприя�
тию ориентации. Согласно предлагаемой тео�
рии гравитропизма растений, статолиты не иг�
рают той роли, которую им приписывали по�
следние сто лет. Восстановление растением на�
рушенной ориентации достигается только за
счёт движений Земли, заставляющих статолиты
бомбардировать стенки статоцитов. Здесь отри�
цается значение веса осадка амилопластов в ак�
тивации мембраны, также отрицается значение
положения осевшего осадка как инициатора
гравитропизма. Без столкновений статолитов с
клеточной стенкой, обеспечиваемых планетой,
гравитропизм растений был бы невозможен из�
за помех, перекрывающих слабый сигнал.

Шумы при гравитропизме растений. Внутри�
клеточная активность (шум) затрудняет иденти�
фикацию первичного гравитационного сигна�
ла [13, 41]. В поисках ответа на самый сложный
вопрос о гравитропизме растений, т.е. как сла�
бый сигнал мог бы быть обнаружен, дискрими�
нирован и усилен в естественном шумном окру�
жении, предполагали, что сам шум может играть
некоторую роль в восприятии слабых сигналов
при возможном участии электрических процес�
сов, стохастического резонанса и др. [13]. Из�
вестно, что нормальные флуктуации напряже�
ния покоя мембраны намного больше, чем мо�
жет вызвать осадок статолитов [42]. Staves [11]
сформулировал вопрос, применимый к большин�
ству теорий растительного гравитропизма,
включая и доминирующую теорию крахмаль�
ных статолитов: возможно ли, чтобы небольшое
векторное давление, вызванное гравитацией,
воспринималось на фоне гораздо большего тур�
горного давления (отношение сигнала к шуму
примерно 1 : 105)? Предлагаемый здесь ответ на
этот вопрос состоит в том, что растения с по�
мощью Земли и статолитов могут преодолевать
все обычные помехи: от броуновского движения
до осмотического давления.

Однако одного этого недостаточно. Что ещё
растения должны были сделать в эволюции,
чтобы избавиться от любых помех, связанных с
первой стадией гравитропизма? Самый простой
и эффективный метод устранения влияния всех
препон – это снижение порога чувствительнос�
ти к ним. Поэтому механизм восприятия был
оставлен чувствительным лишь к физическому
стимулу более сильному, чем все обычные шу�
мы, и это решило проблему.

Закон синуса и гравитропизм растений. Как ус�
тановил в 19 веке Sachs [43], стебель растения,
помещённый, например, горизонтально, демон�
стрирует наиболее сильный ответ в виде изгиба.
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Ответ постепенно уменьшается по мере прибли�
жения оси стебля к вертикали [43, 44]. Это на�
блюдение известно как так называемый «закон
синуса», согласно которому гравитропный от�
клик изменяется линейно с синусом угла накло�
на между осью органа растения и вертикалью.
Например, гравитропная реакция колеоптилей
кукурузы и риса во время ранней, но значитель�
ной части формирования кривизны напрямую
связана с начальным углом стимуляции, т.е. ре�
акция побега, наклонённого под углом от верти�
кали, меняется линейно с изменением синуса уг�
ла наклона [45]. Также было показано, что изме�
нение ориентации проростков Arabidopsis отно�
сительно вектора силы тяжести (наклон образ�
цов) может увеличивать их цитоплазматические
концентрации кальция [46, 39]. Существование
этого эффекта со столетней историей [44, 16], не�
сомненно, нуждается в объяснении.

На основе позиционной информации, полу�
ченной во время удара статолитов по мембране,
органы растения развиваются под определён�
ными углами в соответствии с заданными гра�
витропными углами [47]. Такой метод позволяет
органам растений реагировать на небольшие
отклонения от вертикали, и это альтернативно
гипотезе, рассматривавшей позицию амилопласт�
ного осадка как датчика угла наклона [18].

Белковые факторы, например PIN, которые
потенциально могут отсоединяться от мембраны
и высвобождаться из неё, когда статолиты уда�
ряют в стенку, должны, по�видимому, локализо�
ваться в статоцитах неравномерно. Известно,
что белки PIN опосредуют асимметричное рас�
пределение ауксина в тканях [33]. Локализация
PIN в удлинённых статоцитах ствола могла бы в
эволюции способствовать вертикальному росту.
Предположим, что PIN в стебле локализуются
преимущественно на торцах клеток цилиндри�
ческой формы. При вертикальном росте стебля
статолиты в его цилиндрических статоцитах,
двигаясь по инерции в плоскости вращения
Земли, будут сталкиваться в основном с боковы�
ми стенками, относительно свободными от PIN.
Увеличение угла отклонения стебля от вектора
силы тяжести, по�видимому, должно увеличи�
вать количество белков PIN, которые «отслаива�
ются» от сектора мембраны, бомбардируемого
статолитами. В соответствии с этим гравитроп�
ный отклик стебля будет линейно меняться в со�
ответствии с синусом угла наклона растения, и
самый сильный отклик в виде наибольшего из�
гиба, как и наблюдал Sachs [43], окажется, если
стебель положить горизонтально.

Растения на дежурстве своей ориентации.
Инициирование гравитропизма планетарным
механизмом позволяет растениям быть относи�

тельно независимыми от их переориентации,
вызванной различными факторами. Корень,
встречаясь с камнем в почве и меняя направле�
ние роста, вынужден заново определять, где на�
ходятся верх и низ. Растения также преодолева�
ют дестабилизирующие эффекты роста при уд�
линении и сгибании под действием собственно�
го веса. При этом важна динамика статолитов и
направление их ударов в клеточную стенку, за�
дающее угол гравитропной уставки. Статолиты
не должны лежать в виде осадка, и здесь им на
помощь приходит цитоскелет. Известно, что
большинство амилопластов постоянно демон�
стрируют динамические скачкообразные дви�
жения в статоцитах стеблей высших расте�
ний [6, 35, 48]. Нити актина способны принуди�
тельно встряхивать статолиты, чтобы они не ле�
жали бесполезным грузом. Только суспендиро�
ванные в жидкости статолиты могут использо�
ваться в планетарном механизме для восприя�
тия растением его ориентации. По�видимому,
именно по этой причине скачкообразные дви�
жения статолитов, иначе кажущиеся загадочны�
ми, поддерживаются в статоцитах.

Аномально толстые пучки актина, окружаю�
щие амилопласты, мешают гравитропизму, тог�
да как разрушение таких пучков восстанавлива�
ет и скачкообразную динамику амилопластов, и
нормальный гравитропизм [8, 36, 49, 50].
В клетках, которые отвечают за перцепцию ори�
ентации, например в статоцитах корневого чех�
лика, ядро прикреплено актиновыми филамен�
тами к периферии клетки близко к плазматичес�
кой мембране [51]. Такая адаптация освобожда�
ет пространство для беспрепятственного движе�
ния статолитов в цитоплазме, что благоприятно
для работы планетарного механизма.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для Земли характерно колебание оси враще�
ния планеты вокруг оси фигуры, а также колеба�
ния оси вращения планеты (нутации). Постоян�
ные небольшие изменения ориентации оси вра�
щения Земли не могут не влиять на физиологию
её обитателей. Возможные эффекты, связанные
с этим, не ограничиваются растениями и гриба�
ми. Процессы, в которых движения планет и,
соответственно, планетарный механизм могут
влиять на организм, также могут быть важны
для животных, которые могли использовать этот
механизм в своих специфических структурах,
которые отличаются от структур растений.
У животных порог возможной чувствительности
к непрерывным изменениям ориентации зем�
ной оси должен был быть эволюционно скор�
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ROLE OF THE EARTH’S MOTIONS IN PLANT ORIENTATION –
PLANETARY MECHANISM

Review

A. M. Olovnikov

Emanuel Institute of Biochemical Physics of Russian Academy of Sciences,
119334 Moscow, Russia; E'mail: olovnikov@gmail.com

According to the proposed theory, the starch�rich particles (statoliths) help the plant to convert the signals from
Earth’s motions into the signals necessary for the plant to perceive its orientation relative to the gravity vector while
moving freely because of inertia in the sensory cells (statocytes) of roots and stems. Motions of the Earth are never
constant, which, in particular, refers to the so�called polar motions and oscillations of the planet’s rotation axis.
Statoliths at any given moment move in the cytoplasmic liquid of statocytes due to inertial motion initiated by the
action of the Earth’s movements, maintaining the trajectory set by the previous movement of the oscillating planet.
Unlike statoliths, the walls of a statocyte move in space along with the entire plant and with the Earth, in strict accor�
dance with the current direction of motion of the planet’s axis. This leads to the inevitable collision of statoliths with
the statocytic wall/membrane. Cytoplasmic liquid, as a substance that is not able to maintain its shape, does not inter�
fere with the inertial motions of the statoliths and collision with the wall of the statocyte. By striking the membrane,
statoliths cause the release of ions and other factors at the impact site, which further participate in the gravitropic
process. Pressure of the sediment of statoliths at the bottom of the statocyte, as well as position of this sediment, are
not the defining factors of gravitropism.

Keywords: plant gravitropism, perception of orientation, reorientation, sine law, statocytes, statoliths, gravisensing,
the Earth’s movements
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Безусловно, одним из самым перспективных подходов к лечению онкологических заболеваний является
создание патогенетически обоснованных терапевтических препаратов. На вопрос о том, что выбрать в ка�
честве мишени для воздействия пытаются ответить исследователи всего мира и в целом довольно успешно.
Удостоенное Нобелевской премии открытие механизмов регуляции активности клеток иммунной системы
посредством молекул контрольных точек, а также обнаружение способности клеток опухоли использовать
данные механизмы для подавления иммунных реакций стало толчком для развития современной иммуно�
терапии, и теперь в рутинную практику химиотерапевтов входят такие препараты, как ингибиторы иммун�
ных контрольных точек, в частности, PD�1/PD�L1. Однако применение подобных препаратов позволяет
продлить жизнь пациента, но, к сожалению, не излечить заболевание вовсе. Определенный вклад в это вно�
сит гетерогенность опухолевых клеток и клеток микроокружения, но основные причины могут крыться в
сложных взаимоотношениях опухоли и микроокружения, которые подчас настолько пластичны, что могут
меняться, подстраиваясь под вновь возникающие условия. Основной характеристикой микроокружения
опухоли является тип протекающей иммуновоспалительной реакции (ИВР), а поскольку ингибиторы им�
мунных контрольных точек воздействуют на клетки, формирующие ИВР, очевидно, что результаты терапии,
в том числе гиперпрогрессия заболевания, могут быть связаны с этим исходным параметром. Представлен�
ный обзор раскрывает суть взаимодействия опухоли и её микроокружения в ходе терапии PD�1/PD�L1�ин�
гибиторами.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: PD�1/PD�L1�ингибиторы, микроокружение опухоли, эффективность иммунотера�
пии, гиперпрогрессия.
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ПАРАМЕТРЫ МИКРООКРУЖЕНИЯ ОПУХОЛИ ОПРЕДЕЛЯЮТ
ЭФФЕКТИВНОСТЬ АНТИ�PD�1/PD�L1�ТЕРАПИИ

Обзор
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В.Е. Гольдберг, С.В. Вторушин, В.М. Перельмутер

ВВЕДЕНИЕ

PD�L1 (В7�Н1) и PD�L2 (B7�DC) являются
гликопротеинами клеточной поверхности и
принадлежат к костимулирующему семейству
молекул В7 [1]. Единственным структурным
различием между молекулами PD�L1 и PD�L2
является наличие щели в 14 аминокислот в до�
мене IgV PD�L2 [1]. Функциональным различи�

ем является способность PD�L1 в отличие от
PD�L2 связываться с CD80 [2].

Конститутивная экспрессия PD�L1 была по�
казана на моноцитах периферической крови и
иммунореактивных макрофагах печени, минда�
лин и лёгких [3]. Позже молекула PD�L1 была
обнаружена на поверхности дендритных клеток
и клеток эндотелия [4], в частности, эндотели�
альных клеток сердца, а также Т�лимфоцитов,
В�лимфоцитов, β�клеток поджелудочной желе�
зы и глиальных клеток [5]. Экспрессия PD�L2
более характерна для антигенпрезентирующих
клеток (активированных макрофагов и дендрит�
ных клеток) [6]. При этом стоит отметить, что в
тканях некоторых органов (молочная железа,
прямая кишка, почки, мочевой пузырь, скелет�
ная мускулатура, лёгкие) в норме экспрессия
данных молекул не встречается [3]. В обзоре
Singh et al. [7] представлены данные об индук�
ции экспрессии PD�L1 при различных заболе�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ГПЗ – гиперпрогрессия за�
болевания; ИВР – иммуновоспалительные реакции;
ЛПС – липополисахарид; НМРЛ – немелкоклеточный рак
лёгкого; РМЖ – рак молочной железы; CTLA�4 – цито�
токсический белок 4, ассоциированный с Т�лимфоцитами
(cytotoxic T�lymphocyte�associated protein 4); IL – интер�
лейкин; NF�κB – ядерный фактор каппа�Би; NK�клетки –
естественные (натуральные) киллеры; PD�1 – рецептор
программируемой гибели клетки; PD�L1 – лиганд прог�
раммируемой гибели клетки; TIL – опухоль�инфильтриру�
ющие лимфоциты; TNF�α – фактор некроза опухолей.

* Адресат для корреспонденции.
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ваниях, таких как инфаркт миокарда, астма, эн�
цефаломиелит, и инфекциях, вызванных раз�
личными патогенами.

Общим рецептором для PD�L1 и PD�L2 яв�
ляется PD�1 (CD279), который относится к се�
мейству молекул CD28, а свои функции реали�
зует за счёт ITIM� и ITSM�мотивов, локализо�
ванных в цитоплазматической части молеку�
лы [8]. ITIM�мотив белка PD�1 ингибирует фос�
форилирование по тирозину и блокирует прове�
дение сигнала от Т�клеточного рецептора. Ещё
одной молекулой из этого семейства является
цитотоксический белок 4, ассоциированный с
Т�лимфоцитами (CTLA�4), появляющийся на
активированных Т�лимфоцитах через 24–48 ча�
сов после активации. Молекулы CTLA�4 с высо�
кой аффинностью связывают CD80 и CD86,
конкурируя с CD28 (костимулирующим лиган�
дом Т�лимфоцитов). Оба описанных рецептора
являются рецепторами «истощения», появляю�
щимися на активированных Т�клетках и подав�
ляющими их ответы [8]. Тем не менее функции
путей PD�1/PD�L1 и CTLA�4 в противоопухоле�
вых иммунных ответах в значительной степени
различны. CTLA�4 функционирует на ранней
стадии Т�клеточного иммунного ответа в основ�
ном в лимфатических узлах, тогда как PD�1
функционирует на поздней стадии Т�клеточно�
го иммунного ответа, прежде всего в перифери�
ческих тканях [9]. В настоящий момент установ�
лено наличие экспрессии PD�1 на активирован�
ных Т�лимфоцитах [4], В�клетках, клетках мие�
лоидного ряда [10], NK�клетках (естественные
киллеры) [11] и T�фолликулярных хелперных
лимфоцитах [12].

Взаимодействие PD�L1 и PD�L2 с их рецеп�
тором PD�1 запускает апоптоз и ингибирует
пролиферацию клеток, а также клеточную адге�
зию, что в конечном итоге приводит к гибели
клетки [6]. В опухоли возможна реализация дан�
ного физиологического механизма подавления
реакции иммунной системы. На сегодняшний
день разработаны подходы и терапевтические
препараты, направленные на выключение инги�
биторной функции PD�L1 и PD�L2 [13], что
должно приводить к реактивации иммунного
ответа в опухоли.

ЭКСПРЕССИЯ PD�L1 И PD�L2
ПРИ ОПУХОЛЕВОМ ПРОЦЕССЕ

Многие солидные опухоли, включая реналь�
ную карциному, немелкоклеточный рак лёгкого
(НМРЛ), карциному яичников, колоректаль�
ный рак [14] и меланому [3], экспрессируют PD�
L1 и PD�L2. Выраженная экспрессия PD�L2

встречается на опухолевых клетках при некото�
рых В�клеточных лимфомах, включая первич�
ные медиастинальные и фолликулярные лим�
фомы, а также лимфому Ходжкина [6]. Стоит
отметить, что некоторые исследования показа�
ли наличие экспрессии PD�L2 в различных опу�
холях при отсутствии экспрессии PD�L1. При
почечноклеточном раке, меланоме, метастати�
ческом уротелиальном раке и НМРЛ экспрессия
PD�L2 коррелировала с экспрессией PD�L1 [6].

Интересной находкой оказалась экспрессия
PD�L2 на эндотелиальных клетках внутри опу�
холевого узла, так как имеется высокий потен�
циал взаимодействия данного лиганда с PD�1 на
Т�лимфоцитах, мигрирующих в опухолевую
ткань из сосудистой сети [6]. Стоит отметить,
что распределение PD�1+ опухоль�инфильтри�
рующих лимфоцитов (TIL) очень вариабельное
и зависит от гистотипа опухоли. Так, например,
данные клетки полностью отсутствовали в вос�
палительном инфильтрате внекостной миксо�
идной хондросаркомы, а при тройном негатив�
ном раке молочной железы (РМЖ), раке моче�
вого пузыря, толстой кишки, НМРЛ, раке эндо�
метрия и яичника от 70 до 100% лимфоцитов
имели фенотип PD�1+ [4].

В исследованиях, которые оценивали одно�
временную экспрессию PD�L1 в опухолевых
клетках и PD�1 на TIL, данный феномен наблю�
дался при раке почки (33%), раке яични�
ка (36%), НМРЛ (43%), тройном негативном
РМЖ (45%), дедифференцированных липосар�
комах (50%), раке мочевого пузыря (55%), зло�
качественной меланоме (58%), раке эндомет�
рия (79%), но редко встречались в других типах
рака, например, 5% при раке предстательной
железы, 8% при раке печени, 9% при раке под�
желудочной железы и 13% при люминальных
формах РМЖ [4].

Очевидно, что экспрессировать PD�L1 в тка�
ни опухоли могут не только опухолевые клетки.
В некоторых клинических исследованиях
экспрессия PD�L1 в инфильтрирующих иммун�
ных клетках была более частой и, как полагают,
может являться более сильным предсказатель�
ным фактором ответа на лечение, чем экспрес�
сия PD�L1 только на опухолевых клетках [15].
Уровень экспрессии PD�L1 на опухолевых и им�
мунных клетках не всегда одинаков в разных ти�
пах опухолей. Экспрессия PD�L1 на иммунных
клетках является показанием для терапии при
карциноме молочной железы и уротелиальной
карциноме. Напротив, экспрессия PD�L1 на
опухолевых клетках является предсказательным
фактором ответа при НМРЛ и колоректальной
карциноме [16]. Стоит отметить, что пороги
экспрессии PD�L1 как на опухолевых, так и на
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иммунных клетках варьируют при различных
типах рака. Более того, показано, что относи�
тельная прогностическая значимость PD�L1 и
тип клеток, на которых определяется его
экспрессия, в некоторой степени зависит и от
назначаемого препарата [16]. В виду всех техни�
ческих сложностей (различных клонов антител
и валидированных платформ) в определении
экспрессии PD�L1 его прогностическое значе�
ние на клетках опухоли всё же остаётся спор�
ным [10]. Частота объективного ответа при тера�
пии анти�PD�L1�препаратами у пациентов с
PD�L1�отрицательными солидными опухолями
варьировала от 0 до 33%. Кроме того, частота
объективного ответа для пациентов с мелано�
мой, карциномой почки, мочевого пузыря и
яичников не показала значительных различий
между PD�L1�отрицательными и PD�L1�поло�
жительными опухолями [17]. Данные наблюде�
ния могут быть объяснены внутриопухолевой
гетерогенностью и динамическим изменением
экспрессии PD�L1 как в ходе лечения, так и при
прогрессировании рака.

Одним из показаний к назначению терапии
ингибиторами иммунных контрольных точек
является высокая мутационная нагрузка в опу�
холи. Косвенно об этом может говорить уро�
вень TIL. В обзоре Teng et al. [18] представлена
модель меланомы, в которой опухоли разделены
на четыре типа по сочетанию экспрессии PD�L1
и наличию TIL. Авторы полагают, что только
Тип I (PD�L1+TIL+)�опухолей (около 38%) с наи�
большей вероятностью будет отвечать на блока�
ду PD�1/PD�L1. Тип III (PD�L1+TIL−)�опухо�
лей, несмотря на наличие мишеней для воздей�
ствия, демонстрирует устойчивость к терапии
ингибиторами иммунных контрольных точек.
Но существуют работы, показывающие, что в
«холодных» опухолях (не имеющих высоких
уровней TIL) терапия оказывается эффектив�
ной. Так, Emens et al. [19] продемонстрировали
уровень ответа равный 24% у метастатических
больных РМЖ с «холодными» опухолями, полу�
чавших атезолизумаб.

Это указывает на необходимость учёта моле�
кулярных взаимодействий, выходящих за рамки
PD�1/PD�L1 и общей оценки TIL.

ТИП ИММУНОВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ
РЕАКЦИИ В ОПУХОЛИ

Тип иммуновоспалительной реакции (ИВР),
развёртывающейся в опухоли, является резуль�
татом многосложных событий, таких как мута�
ционная нагрузка опухоли, инфицированность
опухоли патогенами, разрушение опухолевых

клеток и других. В итоге в микроокружении опу�
холи можно наблюдать широкое разнообразие и
различные композиции иммунных клеток, ко�
торые и определяют тип ИВР. Известно, что
тип ИВР определяет цитокиновый спектр мик�
роокружения опухоли, который может быть бо�
лее важен, чем возможные клеточные эффекты.
Принципиально важно различать два ти�
па ИВР – Th1�подобный и Th2�подобный [20].
Считается, что первый, Th1�подобный тип ИВР,
сопряжён с благоприятным течением злокачест�
венного процесса, в то время как второй, Th2�
подобный тип ИВР, ассоциирован с неблаго�
приятным исходом [21].

Исходя из этого, воздействие ингибиторов
иммунных контрольных точек на опухоли, в ко�
торых протекает Th1�подобный тип ИВР, потен�
циально может быть эффективным. Так, для ме�
тастатической формы РМЖ инфильтрация
CD8+ Т�лимфоцитами была предсказательным
фактором лучшей общей выживаемости при
применении атезолизумаба в исследовании
IMpassion130 [22]. Однако данные других работ
показывают, что CD8+ T�клетки, располагаю�
щиеся среди опухолевых клеток многоклеточ�
ных структур карциномы, но не стромальные
CD8+ T�клетки, являются потенциальным нега�
тивным прогностическим признаком, связан�
ным с более короткой выживаемостью без прог�
рессирования у больных РМЖ [23]. Это может
быть сопряжено с тем, что функцию эффектор�
ных цитотоксических лимфоцитов в опухоли
могут супрессировать T�регуляторные лимфо�
циты. И действительно, существуют факты, что
сниженная экспрессия молекулы HLA класса I
и снижение количества гранзим B�положитель�
ных CD8+ T�клеток наблюдаются в областях
опухоли, где совместно локализуются FOXP3+

T�регуляторные лимфоциты и тучные клетки,
при этом такие особенности связаны с устойчи�
востью к лечению анти�PD�1�препаратами [24].

Некоторые авторы считают, что сам факт
экспрессии в опухоли PD�L1 является маркёром
предсуществующего Th1�подобного ти�
па ИВР [25]. Однако для того, чтобы иметь ос�
нования рассуждать подобным образом, нужно
обратиться к современным знаниям о регуля�
ции экспрессии PD�L1 и PD�L2.

Было обнаружено, что ряд воспалительных
цитокинов индуцируют экспрессию PD�L1.
Среди этих факторов есть цитокины как Th1�
подобного (IFN�γ, TNF�α, IL�10), так и Th2�по�
добного (IL�27, IL�4) типа ИВР. Также к цито�
кинам, потенцирующим экспрессию PD�L1, от�
носят IL�17 и IL�2 [26, 27]. В экспериментах
in vitro экспрессию PD�L1 на В�лимфоцитах ин�
дуцирует воздействие anti�IgM, липополисаха�
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рида (ЛПС) и anti�CD40, на Т�клетках – стиму�
ляция anti�CD3, на макрофагах – anti�CD40,
ЛПС, IFN�γ и гранулоцитарно�макрофагаль�
ный колониестимулирующий фактор, на денд�
ритных клетках – anti�CD40, IFN�γ, IL�4 и IL�
12 [28]. В отличие от PD�L1, PD�L2 реже
экспрессируется на покоящихся клетках и
сложнее индуцируется на Т� и В�лимфоцитах.
Для индукции экспрессии PD�L2 на макрофагах
используют IL�4 и IFN�γ, а на дендритных клет�
ках – anti�CD40, ЛПС, IFN�γ и гранулоцитар�
но�макрофагальный колониестимулирующий
фактор, IL�4 и IL�12. Известно, что IL�4 инду�
цирует PD�L2 в большей степени, чем IFN�γ, в
то время как IFN�γ, а не IL�4, индуцирует
экспрессию PD�L1 на макрофагах [29]. Данное
наблюдение может говорить о том, что PD�L1 и
PD�L2 по�разному вовлекаются в Th1� и Th2�
иммунные ответы.

Описаны механизмы генетической регуля�
ции экспрессии PD�L1. Ген PD�L1 расположен
на коротком плече 9 хромосомы (9p24.1). Пока�
зано, что амплификация данной области тесно
связана с увеличением уровня экспрессии PD�
L1 в широком спектре видов рака [30]. Кроме то�
го, обнаружено, что изменение числа копий гена
PD�L1, возникающих в различных типах опухо�
лей, непосредственно приводит к повышению
экспрессии PD�L1 [31]. Внутриклеточные онко�
генные вариации, такие как потеря PTEN и воз�
действие цитокинов, производных TIL, способ�
ствуют усилению экспрессии PD�L1 [32].

Было обнаружено, что ряд транскрипцион�
ных факторов регулируют активацию тран�
скрипции гена PD�L1. Эти факторы транскрип�
ции включают MYC, STAT3, NF�κβ, AP1. Кроме
того, индуцируемый гипоксией фактор 1α (HIF�
1α) является ещё одним важным фактором, ко�
торый имеет клиническое значение в регуляции
экспрессии PD�L1 в опухолевых клетках [33].
Связывание HIF�1α с проксимальным промо�
тором PD�L1 стимулирует транскрипцию PD�
L1. Таким образом, сверхэкспрессия HIF�1α
вызывает повышение уровней PD�L1 [34].

Таким образом, наличие экспрессии PD�L1
не всегда правомочно использовать в качестве
маркёра противоопухолевого иммуногенеза. Бо�
лее того, описанные выше факты дают основа�
ния полагать, что терапевтическое ингибирова�
ние взаимодействия PD�1/PD�L1 в некоторых
случаях может привести к реактивации проопу�
холевого иммунного ответа, чем можно объяс�
нить не соответствующую ожиданиям эффек�
тивность иммунотерапии ингибиторами конт�
рольных точек.

Интересными представляются данные, гово�
рящие о том, что взаимодействие PD�L1 и PD�1

изменяет цитокиновый профиль клеток. Суще�
ствуют работы, показывающие, что связывание
PD�L1 и PD�1 может вызвать экспрессию IL�
10 [35]. В других работах отмечается, что взаи�
модействие PD�L1 и PD�1 сопровождается по�
давлением экспрессии цитокинов клетками, не�
сущими рецептор PD�1. Так, связывание PD�L1
и PD�1 на активированных CD8+ Т�клетках ин�
гибирует секрецию IL�12, IL�10 и IFN�γ [36, 37].
В инфильтрирующих опухоль дендритных клет�
ках активация PD�1 ингибирует индуцирован�
ную NF�κB, продукцию TNF�α и IL�6 [38]. От�
личительной функцией PD�L2, но не PD�L1,
является прямое активирующее действие на
дендритные клетки, что приводит к экспрессии
IL�12. Однако одномоментное присутствие на
поверхности клетки PD�L1 может нивелировать
активирующий эффект PD�L2 из�за конкурент�
ного связывания с рецептором PD�1 [10]. Дан�
ные сведения говорят о том, что тип ИВР в опу�
холи может меняться при реализации механиз�
ма ингибирования иммунных контрольных то�
чек.

То же самое может происходить и в ходе са�
мой терапии. Работ, показывающих, каким об�
разом проведение иммунотерапии изменяет ре�
пертуар клеток в микроокружении опухоли, не
много. Однако у больных метастатическим
РМЖ показано, что проведение терапии атезо�
лизумабом приводит к повышению уровня PD�
L1�экспрессирующих TIL [19]. На модели ксе�
нотрансплантата, полученного от больного
НМРЛ, продемонстрировано, что «дремлющие»
TIL могут быть активированы после блокады
PD�1 [39]. Имеются данные о том, что в PD�1�
негативных NK�клетках или в NK�клетках,
предварительно обработанных антителом про�
тив PD�1, продукция литических молекул, таких
как перфорины и гранзимы, снижается [40]. Бо�
лее того, есть сведения о том, что PD�1+ NK�
клетки (а именно они и являются подавленны�
ми через экспрессию PD�L1 в опухоли) демон�
стрируют более слабую базовую способность
секретировать INF�γ, гранзим B и перфорин
[41]. Также сообщается, что инфильтрирующие
опухоль дендритные клетки и моноциты высво�
бождают цитокин Th2�подобного типа ИВР
IL�10 после воздействия анти�PD�1�ингибито�
рами [42]. Описанные факты являются ещё од�
ним объяснением сниженной эффективности
терапии ингибиторами иммунных контрольных
точек.

В некоторых работах оценено изменение фе�
нотипического состава лимфоцитов крови в хо�
де иммунотерапии. Так, существуют работы, в
которых оценивалось изменение соотношения
фенотипов лимфоцитов в крови больных мета�
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статической формой меланомы в ходе терапии
PD�L1�ингибиторами. Было показано, что пос�
ле одного курса лечения происходило увеличе�
ние активированных субпопуляций CD4+ и
CD8+ T�клеток памяти, а также активирован�
ных Th1�лимфоцитов и T�фолликулярных хел�
перов типа 1. При этом изменения доли В�лим�
фоцитов, NK�клеток или дендритных клеток
выявлено не было [43]. Было обнаружено, что
блокада PD�1 смещает индуцированную антиге�
ном клеточную реактивность клеток крови в
сторону провоспалительного ответа Th1/Th17, о
чём свидетельствует усиленная продукция IFN�γ,
IL�2, TNF�α, IL�6 и IL�17 и снижение выработ�
ки Th2�цитокинов, таких как IL�5 и IL�13 [44].
Существуют данные о том, что блокада PD�L2
приводит к восстановлению пролиферации
Th1�лимфоцитов и секреции IL�2, TNF�α и
IFN�γ [45].

Однако даже в условиях присутствия в опу�
холи Th1�подобной ИВР, терапия ингибитора�
ми PD�1/PD�L1 может быть неэффективна.
Приводить к этому может несостоятельность
иммунного ответа. Уместно упомянуть работу, в
которой показано, что высокая плотность ин�
фильтрирующих опухоль клеток с фенотипом
PD�1+CD38hiCD8+ у пациентов с меланомой
связана с устойчивостью к анти�PD�1�терапии.
Более того, статус прайминга CD8+ Т�лимфоци�
тов являлся основным фактором терапевтичес�
кой устойчивости к анти�PD�1�препаратам.
Блокада PD�1 в непримированных или субопти�
мально примированных CD8+ Т�лимфоцитах
вызывала резистентность за счёт индукции
PD�1+CD38hiCD8+ [46].

Эта информация позволяет предполагать,
что при Th2�подобном типе ИВР, как и при
«повреждённом» Th1�подобном типе ИВР, мож�
но ожидать отсутствие эффекта от применения
ингибиторов иммунных контрольных точек ли�
бо гиперпрогрессию заболевания.

ГИПЕРПРОГРЕССИЯ НА ФОНЕ ТЕРАПИИ
ИНГИБИТОРАМИ ИММУННЫХ

КОНТРОЛЬНЫХ ТОЧЕК

Первым описанным случаем гиперпрогрес�
сии заболевания (ГПЗ) на фоне терапии инги�
биторами иммунных контрольных точек стал
пример лечения пациента с аденокарциномой
лёгких стадии IIB [47]. Champiat et al. [48] впер�
вые показали, что частота встречаемости ГПЗ
составляла 9% у пациентов после терапии анти�
PD�1/PD�L1 в фазе I клинических испытаний.

Доля случаев с ГПЗ на фоне терапии инги�
биторами иммунных контрольных точек в зави�
симости от используемых алгоритмических ме�
тодов и типа опухоли колеблется от 4 до
29% (таблица).

Однако частота, критерии определения,
факторы риска и механизмы гиперпрогрессии
остаются в значительной степени неизвестны�
ми. Механизмы, лежащие в основе этого фено�
мена, в настоящее время активно изучаются.
Так, в исследовании, включающем 152 пациен�
та с НМРЛ, среди которых 25% имели гипер�
прогрессию на фоне иммунотерапии, была про�
демонстрирована прямая корреляция данного
феномена с наличием в опухоли MPO+ миело�
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Тип опухоли

НМРЛ

Преимущественно меланома, НМРЛ, рак почки,
толстого кишечника, уротелиальная карцинома

НМРЛ 

Меланома, НМРЛ, рак почки, толстого
кишечника, уротелиальная карцинома

Плоскоклеточная карцинома головы и шеи

НМРЛ

Исследования, демонстрирующие случаи гиперпрогрессии заболевания (ГПЗ) на фоне терапии ингибиторами иммунных
контрольных точек

Ссылка

[49]

[48]

[50]

[51]

[52]

[53]

Пациенты,
имевшие ГПЗ

10%

9%

13,8%

4%

29%

20,9%

Используемый
ингибитор иммунных

контрольных точек

ниволумаб

монотерапия 
PD�L1�ингибиторами

ниволумаб, пембро�
лизумаб, атезолизу�
маб, дурвалумаб

CTLA�4 и PD�L1�ин�
гибиторы

PD�(L)1�ингибиторы

PD�(L)1�ингибиторы

Число пациентов,
включенных

в исследование

89

218

406

155

34

263

НМРЛ – немелкоклеточный рак лёгкого, CTLA�4 – cytotoxic T�lymphocyte�associated protein 4.
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идных клеток и обратная зависимость от уровня
экспрессии белка PD�L1 опухолевыми клетка�
ми. Кроме того, только у пациентов, демон�
стрирующих ГПЗ, отмечалось присутствие
CD163+CD33+PD�L1+ M2�макрофагов [54], уро�
вень М1�макрофагов при этом не был ассоции�
рован с ГПЗ.

Kamada et al. [55] наблюдали ГПЗ на фоне
иммунотерапии анти�PD�1�антителами у
10% пациентов, страдающих раком желудка. Ав�
торы показали, что PD�1 был гиперэкспресси�
рован в опухолевых клетках пациентов, у кото�
рых развилась ГПЗ на фоне применения инги�
биторов иммунных контрольных точек. Иссле�
дование популяционного состава иммунного
инфильтрата данной группы пациентов показа�
ло, что ткань опухоли была обогащена Ki67�по�
ложительными Т�регуляторными лимфоцита�
ми. Дальнейшие исследования на мышах пока�
зали, что в ходе терапии ингибиторами иммун�
ных контрольных точек количество и актив�
ность Т�регуляторных лимфоцитов увеличива�
ется, что усиливает их иммуносупрессорную
функцию [55].

Осуществляются попытки идентифициро�
вать маркёры ГПЗ в крови пациентов. Так, было
показано, что эффективность терапии на основе
блокады PD�1/PD�L1 связана с уровнем цирку�
лирующих высокодифференцированных CD28−

CD27−CD4 T�клеток (T�helper differentiated –
THD�клетки). Повышение уровня CD28−CD4
Т�лимфоцитов в периферической крови в тече�
ние первого цикла терапии ингибиторами им�
мунных контрольных точек является ранним
дифференциальным признаком ГПЗ у больных
НМРЛ [56].

Kim et al. [57] продемонстрировали, что не
только клинические факторы, включая курение,
низкую экспрессию PD�L1 и множественные
метастазы, но также меньшее количество
CD8+/PD�1+ TIL и большее количество M2�мак�
рофагов в микроокружении опухоли в значи�
тельной степени связаны с возникновением ГПЗ
у пациентов с распространённым или метастати�
ческим НМРЛ, получавших иммунотерапию.

Как было обнаружено в доклинических ис�
следованиях, иммунотерапия, направленная на
PD�1, может стимулировать инфильтрирующие
опухоль дендритные клетки к секреции IL�10,
активирующего PD�1 через STAT3�путь на денд�
ритных клетках, тем самым создавая порочный
круг [42]. Кроме того, ингибирование PD�1 уве�
личивает экспрессию рецептора IL�10, регули�
руя опухолеспецифические CD8+ Т�клетки в пе�
риферической крови пациентов с мелано�
мой [58]. Известно, что IL�10 препятствует пре�
зентации антигена и костимулирующим сиг�

налам, что подавляет антигенспецифические Т�
клеточные ответы [59, 60].

Известно, что PD�L1 запускает активацию
NLRP3 путём репрессии STAT3, который явля�
ется фактором транскрипции, участвующим в
цитотоксичности IFN�γ [61]. У пациентов, несу�
щих мутации во внутрицитоплазматическом до�
мене PD�L1, количество инфламмасом может
увеличиваться за счёт активации PD�L1 после
секреции IFN�γ в ответ на терапию ингибитора�
ми иммунных контрольных точек, что в конеч�
ном итоге приводит к ГПЗ. Интересно, что му�
тационный анализ, проведённый в опухолях
после лечения пембролизумабом, выявил нали�
чие миссенс�мутаций в генах, участвующих в
негативной регуляции активации NLRP3 и пути
инфламмасомы [62].

Описаны эксперименты, демонстрирующие,
что ингибирование PD�L1 приводит к появле�
нию регуляторного фенотипа (экспрес�
сии FoxP3) в Th1�лимфоцитах [63].

У некоторых пациентов с меланомой лече�
ние антителом против PD�1 (ниволумабом) уве�
личивало системные уровни IL�6, что было свя�
зано с плохим клиническим ответом. Эта инду�
цированная блоком PD�L1 гиперэкспрессия IL�
6 была воспроизведена на модели мышей с ме�
ланомой. Авторы показали, что блокада PD�L1
побуждает PD�1+�макрофаги продуцировать IL�
6 в микроокружении опухоли [64].

Совсем незначительное внимание уделяется
прогностической значимости роли лимфоцитов
врождённой иммунной системы, в то время как
частота встречаемости данной популяции лим�
фоцитов достигает 80%, а доля от остальных
лимфоцитов – 5–40%. При этом есть данные о
том, что взаимодействие PD�L1 и PD�1 между
ILC2s и CD4+ T�лимфоцитами не приводит к
ингибированию T�клеточного ответа, но PD�
L1�экспрессирующие ILC2s стимулируют повы�
шение экспрессии GATA3 и продукцию IL�13
Th2�лимфоцитами [65]. Продемонстрировано
увеличение субпопуляции ILC3s после иммуно�
терапии против PD�1 [62].

Всё описанное может являться причиной
случаев гиперпрогрессии заболевания на фоне
терапии ингибиторами иммунных контрольных
точек, когда снятие ингибирующего влияния
PD�L1 приводит к реактивации проопухолевых
свойств микроокружения, а именно стимулиру�
ет развитие ИВР Th2�подобного типа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выделяют четыре варианта исхода иммуно�
терапии, доля каждого из которых равна око�
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ло 25%: клинический ответ, стабилизация забо�
левания, прогрессия и ГПЗ. Данный факт сви�
детельствует о необходимости проводить тща�
тельный поиск дополнительных критериев для
назначения терапии, а впоследствии – скри�
нинг для выявления когорты пациентов, для ко�
го анти�PD�1/PD�L1�терапия окажется наибо�
лее эффективной. ГПЗ на фоне терапии являет�
ся неожиданным феноменом в эпоху бурного
развития иммунотерапии. Появляется всё боль�
ше ретроспективных свидетельств того, что это
связано с параметрами микроокружения. Не�
сомненно, что микроокружение опухоли, фор�
мируемое различными субпопуляциями Т�кле�
ток, играет сложную роль в развитии опухоли и
её ответе на терапию. Эффективность или неэф�
фективность терапии ингибиторами иммунных
контрольных точек можно объяснить с позиций
знаний о предсуществующих в микроокруже�
нии опухоли типов ИВР. Возможны два основ�
ных гипотетических варианта соотношения
экспрессии PD�L1 и типа ИВР. Первый, когда
экспрессия PD�L1 сопряжена с ИВР Th1�по�
добного типа. В данной ситуации разумно ожи�
дать благоприятный исход терапии. Второй ва�

риант – это сочетание экспрессии PD�L1 с ИВР
Th2�подобного типа. Данный сценарий являет�
ся потенциально неблагоприятным, поскольку
снятие ингибирующего эффекта PD�L1 приве�
дёт к активации проопухолевого типа ИВР и не�
эффективности терапии, а при самом неблаго�
приятном течении будет наблюдаться ГПЗ.

Усилия по поиску дополнительных маркё�
ров, например признаков предсуществующей
ИВР Th2�подобного типа, которые помогут вы�
явить пациентов, имеющих риск гиперпрогрес�
сии после начала терапии ингибиторами им�
мунных контрольных точек, имеют жизненно
важное значение.
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PARAMETERS OF TUMOR MICROENVIRONMENT DETERMINE
THE EFFECTIVENESS OF ANTI�PD�1/PD�L1 THERAPY

Review

L. A. Tashireva*, D. T. Muravyova, N. O. Popova,
V. E. Goldberg, S. V. Vtorushin, and V. M. Perelmuter

Cancer Research Institute, Tomsk NRMC, 634050 Tomsk, Russia; E�mail: tashireva@oncology.tomsk.ru

Undoubtedly, one of the most promising approaches to the treatment of cancer is the creation of pathogenetically
based therapeutic drugs. Researchers from all over the world are trying to answer the question of what to choose as a
target for influence and, in general, quite successfully. The Nobel Prize�winning discovery of mechanisms for regu�
lating the activity of cells of the immune system through checkpoint molecules, as well as the discovery of the ability
of tumor cells to use these mechanisms to suppress immune responses, has become the impetus for the development
of modern immunotherapy, and now the routine practice of chemotherapists includes drugs such as inhibitors of
immune checkpoints, in particular, PD�1/PD�L1. However, the use of such drugs can prolong the patient’s life, but,
unfortunately, not cure the disease at all. A certain contribution to this is made by the heterogeneity of tumor cells and
microenvironment, but the main reasons may lie in the complex relationships between the tumor and the microenvi�
ronment, which, at times, are so plastic that they can change, adjusting to newly emerging conditions. The main char�
acteristic of the tumor microenvironment is the type of the ongoing immune�inflammatory reaction (IIR), and since
inhibitors of immune checkpoints act on cells forming IIR, it is obvious that the results of therapy, including hyper�
progressive disease, can be associated with this initial parameter. The presented review reveals the essence of the inter�
action between the tumor and its microenvironment during therapy with PD�L1 inhibitors.

Keywords: PD�1/PD�L1 inhibitors, tumor microenvironment, efficacy of immunotherapy, hyperprogression
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Астроциты являются основными клетками, поддерживающими гомеостаз центральной нервной системы
(ЦНС). Они обеспечивают нейронам механическую, метаболическую и трофическую поддержку, поэтому
нарушение функционирования или приобретение этими клетками фенотипа, ассоциированного с клеточ*
ным старением, могут вносить вклад в нарушение функционирования всей ЦНС и возникновение патоло*
гий. Тем не менее молекулярные механизмы, лежащие в основе сложной физиологии астроцитов, изучены
недостаточно. Недавно было показано, что микроРНК участвуют в регуляции функционирования астроци*
тов через различные механизмы. Так, miR*21 является специфичной для астроцитов микроРНК, играющей
важную роль в развитии астроглиоза. В то же время связи между этой микроРНК и старением астроцитов
показано не было. С целью исследования роли miR*21 в этих клетках с прицельным вниманием на процес*
сы клеточного старения мы использовали астроциты, полученные из клеток NT2 (NT2/A). С помощью тех*
нологии антисмысловых РНК мы понизили уровень экспрессии miR*21 как в незрелых, так и в зрелых клет*
ках NT2/A. Полученные нами результаты свидетельствуют о том, что снижение уровня экспрессии miR*21
приводит к остановке клеточного роста и преждевременному старению клеток, что подтверждается такими
маркерами клеточного старения, как повышенная экспрессия ингибиторов клеточного цикла (p21 и p53) и
повышенная активность β*галактозидазы, ассоциированной со старением клеток. Кроме того, проведен*
ный нами анализ in silico показал, что многие из генов, для которых ранее была показана повышенная
экспрессия при индуцированном облучением старении астроцитов, предположительно являются мишеня*
ми miR*21. В целом, полученные нами результаты указывают на то, что miR*21 может функционировать как
регулятор старения астроцитов. По нашим сведениям, это первые данные, демонстрирующие связь между
miR*21 и старением астроцитов. С учетом того, что сенесцентные астроциты ассоциированы с развитием
различных патологий ЦНС, разработка новых терапевтических стратегий, основанных на применении
микроРНК, может предотвратить наступление клеточного старения и способствовать улучшению физиоло*
гического состояния.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: miR*21, астроциты, NT2/D1, клеточное старение.
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ВВЕДЕНИЕ

МикроРНК – это небольшие некодирующие
РНК, опосредующие негативную регуляцию
экспрессии генов на посттранскрипционном
уровне. В последние годы была признана важ*
ная роль микроРНК в механизмах регуляции,

лежащих в основе дифференцировки нейронов
[1]. МикроРНК также участвуют в контролиро*
вании широкого спектра функций в головном
мозге взрослого организма как в физиологичес*
ких, так и в патологических условиях [2].

МикроРНК*21 (miR*21) является одним из
самых интригующих представителей микроРНК
в связи с широким набором её функций. В част*
ности, miR*21 работает как онкоген: показано,
что при различных опухолях, включая глиоблас*
тому, происходит повышение её экспрессии
[3, 4]. Помимо этого, указанная микроРНК
участвует в регуляции процессов развития. Так,
показано, что miR*21 способствует пролифера*

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : anti*miR*21 – антисмысло*
вая miR*21; miR*21 – микроРНК*21; NT2/A –астроциты,
полученные из клеток NT2/D1; RA – ретиноевая кислота;
SA*β*gal – ассоциированная со старением бета*галактози*
даза; SCI – повреждение спинного мозга.

* Адресат для корреспонденции.
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ции нейрональных стволовых клеток и диффе*
ренцировке нейронов [5]. Кроме того, она вно*
сит вклад в поддержание гомеостаза тканей
взрослого организма, т.к. повышение уровня её
экспрессии было выявлено в реактивных астро*
цитах при повреждении спинного мозга (SCI,
spinal cord injury), где выраженные положитель*
ные изменения астроцитов были опосредованы
действием miR*21 [6, 7]. Показано, что эта мик*
роРНК также участвует в регуляции иммунной
системы, обладая способностью модулировать
«включение/выключение» воспалительного от*
вета в соответствующее время путем стимулиро*
вания или ингибирования сигнальных путей, в
которых задействованы ядерный фактор каппа В
(NF*κB) и NOD*подобный рецепторный бе*
лок 3 (NLRP3), которые лежат в основе хрони*
ческих системных воспалительных процессов,
протекающих на низком уровне, которые имеют
место при старении организма человека [8].

Астроциты являются основными клетками,
поддерживающими гомеостаз ЦНС [9]. Они
тесно интегрированы в нейронные сети и при*
нимают участие в различных аспектах физиоло*
гии [9] и патологии [10] ЦНС. Эти клетки обла*
дают уникальной способностью в ответ на пов*
реждение трансформироваться из «дремлюще*
го» (спокойного) в реактивное состояние. Этот
феномен известен как реактивный астроглиоз,
служащий в качестве компенсаторного ответа,
модулирующего повреждение тканей и их вос*
становление [11]. Утрата астроцитами их функ*
ций (или усиление их нейровоспалительной
функции) в результате клеточного старения мо*
жет иметь серьезные последствия в виде разви*
тия возрастных нейродегенеративных заболева*
ний [12]. Противоположный реактивному аст*
роглиозу процесс биологического старения кле*
ток завершается состоянием, которое характе*
ризуется необратимой остановкой роста, сопря*
женной с появлением других маркеров клеточ*
ного старения, таких как повышенная актив*
ность ассоциированной со старением бета*га*
лактозидазы (SA*β*gal) и усиленная экспрессия
ингибиторов клеточного цикла, а именно p21,
p16 и p53 [12]. Тем не менее молекулярные меха*
низмы, лежащие в основе всех этих процессов,
изучены недостаточно хорошо. Несмотря на то
что miR*21 рассматривается как потенциальная
молекулярная мишень для оказания воздей*
ствия на процесс астроглиоза и улучшения кли*
нического исхода после SCI [7], данных о связи
между этой микроРНК и старением астроцитов
пока не опубликовано.

Для исследования роли miR*21 в астроцитах
с упором на процесс клеточного старения мы
использовали в качестве модельной системы ли*

нию плюрипотентных клеток NT2/D1 эмбрио*
нальной карциномы человека. Эти клетки обла*
дают способностью подвергаться дифференци*
ровке по нейрональной линии с образованием
популяций нейронов и глии под действием ре*
тиноевой кислоты (RA) [13, 14]. Астроциты, по*
лученные из клеток NT2 (NT2/A), похожи на
первичные астроциты по таким показателям, как
присутствие белков промежуточных филамен*
тов, остановка роста и быстрый ответ на пов*
реждения [14]. Кроме того, в смешанных куль*
турах клетки NT2/A обладают активной систе*
мой транспорта глутамата и поддерживают рост
и выживание нейронов, также образующихся из
клеток NT2 (NT2/N) [14]. Мы инициировали
снижение уровня экспрессии miR*21 как в не*
зрелых, так и в зрелых клетках NT2/A и проана*
лизировали влияние этих изменений на выжи*
ваемость, пролиферацию клеток и индукцию
процессов клеточного старения. Согласно полу*
ченным нами результатам, снижение уровня
экспрессии miR*21 индуцирует остановку роста
и преждевременное старение незрелых и зрелых
клеток NT2/A.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток и их дифференцировка. Плю*
рипотентные клетки карциномы эмбриона че*
ловека линии NT2/D1 (ATCC® CRL*1973™)
были культивированы как описано ранее [15].
Индукция дифференцировки клеток NT2/D1
достигалась добавлением в культуральную среду
10 мкМ полностью транс*ретиноевой кислоты
(«Sigma*Aldrich», США) на протяжении 4 не*
дель. Обогащенную нейронами популяцию кле*
ток получали в результате механического отде*
ления, как было описано ранее [13]. Астроциты,
продуцированные из клеток NT2, были получе*
ны из остающихся прикрепленными клеток сог*
ласно опубликованному протоколу [14]. Вкрат*
це, после удаления NT2/N оставшиеся клетки
были обработаны трипсином и помещены в но*
вую культуральную посуду. Клетки культивиро*
вали в течение дополнительных 4 недель в среде
DMEM с 10% FBS (фетальная бычья сыворотка)
с высоким содержанием глюкозы, проводя суб*
культивирование при достижении конфлюэнт*
ности (на 7–14 сут.). Морфологию клеток изуча*
ли с помощью фазово*контрастного микроско*
па DM IL LED Inverted Microscope («Leica
Microsystems», Германия).

Лентивирусная трансдукция астроцитов, полу�
ченных из клеток NT2/D1. Лентивирусные части*
цы получали путем транзиентной котрансфек*
ции клеток HEK*293T (ATCC® CRL*1573™) с
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использованием реагента для трансфекции PEI
MAX™ («Polysciences Inc.», США) согласно
инструкции производителя. Котрансфекцию
клеток HEK*293T проводили в культуральной
посуде (диаметром 10 см) с 1,7 мкг pCMV*VSV*G
(оболочечная плазмида, envelope plasmid), 1 мкг
pRSV*REV и 2,5 мкг pMDLg/RRE (упаковочные
плазмиды, packaging plasmids) и 10 мкг лентиви*
русной антисмысловой конструкции для транс*
дукции miR*21 (anti*miR*21) [16] или пустого
вектора pGreenPuro (pGP; «System Biosciences»,
США). Астроциты, полученные из клеток
NT2/D1, инкубировали в течение ночи в среде,
содержащей лентивирусные частицы (собран*
ные через 48 ч после трансфекции) и 8 мкг/мл
полибрена («Sigma*Aldrich»). Отбор с помощью
пуромицина инициировали через 48 ч после
трансдукции. Клетки культивировали в течение
3 сут. в среде, содержащей сыворотку с
0,3 мкг/мл пуромицина (селективная среда). Не
подвергшиеся трансдукции клетки, культивиру*
емые в селективной среде, были использованы
для контроля эффективности действия пуроми*
цина. Клетки, устойчивые к действию пуроми*
цина, были использованы для дальнейших экс*
периментов. GFP*позитивность клеток была
подтверждена с помощью флуоресцентной мик*
роскопии.

Иммуногистохимия. Клетки NT2/A в 4*не*
дельном возрасте наносили прямо на покровные
стекла, в то время как клетки NT2/N и клетки
NT2/A, культивируемые в течение 1 недели, бы*
ли нанесены на покровные стекла, покрытые
Geltrex® («Thermo Fischer Scientific», США).
Клетки фиксировали в 4%*ном параформальде*
гиде в PBS в течение 20 мин при комнатной тем*
пературе, обрабатывали для пермеабилизации в
0,2%*ном Triton X*100 в течение 20 мин и блоки*
ровали в 1%*ном BSA и 5%*ной нормальной
козлиной сыворотке в PBS, pH 7,4, с 0,1%*ным
Triton X*100 (PBT) в течение 1 ч при комнатной
температуре. Первичные антитела разводили в
PBT, содержащем 1% BSA, и инкубировали в те*
чение ночи при 4 °C: мышиные антитела против
MAP2 в разведении 1 : 500 (ab11267, «Abcam»,
Великобритания), мышиные антитела против
виментина в разведении 1 : 300 (sc*6260, «Santa
Cruz Biotechnology», США), кроличьи антитела
против Ki67 в разведении 1 : 300 (ab15580,
«Abcam»), кроличьи антитела против GFAP в
разведении 1 : 200 (Z 0334, «Dako Cytomation»,
Дания). Связавшиеся первичные антитела были
маркированы на протяжении 1 ч при комнатной
температуре с использованием соответствую*
щих вторичных антител: козлиные анти*кро*
личьи IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (A*11034,
«Invitrogen», США), козлиные анти*мышиные

IgG (H+L) Alexa Fluor 546 (A*11030, «Invitrogen»)
и козлиные анти*мышиные IgG (H+L) Alexa
Fluor 488 (A*11029, «Invitrogen»), разведенные в
500 раз в PBT с добавлением 1% BSA. Антитела
против GFAP обрабатывали препаратом биоти*
нилированных козлиных анти*кроличьих IgG,
разведенных в 500 раз (BA*1000, «Vector
Laboratories», США), в течение 1 ч при комнат*
ной температуре в PBS, pH 7,4, содержащем
1% BSA, и затем окрашивали стрептавидином
(Streptavidin) DyLight® 594, разведенным в
500 раз (SA*5594, «Vector Laboratories») в PBS,
pH 7,4, в течение 1 ч при комнатной температу*
ре. Ядра окрашивали 0,1 мг/мл диаминофени*
линдола (DAPI, «Sigma*Aldrich»). Визуализацию
и фотосъемку образцов выполняли на флуорес*
центном микроскопе Olympus BX51 с использо*
ванием программы Cytovision 3.1 («Applied
Imaging Corporation», США) или на конфокаль*
ном микроскопе Leica TCS SP8, снабженном
программой Leica Microsystems LAS AF*TCS SP8
(«Leica Microsystems», Германия).

ПЦР с обратной транскрипцией (RT�PCR).
Полученный препарат тотальной РНК обраба*
тывали ДНКазой I и использовали для синтеза
кДНК как описано ранее [17]. Полученные
кДНК использовали в качестве матриц для амп*
лификации OCT4 и NEUROD1 с использовани*
ем набора KAPA 2G Fast HotStart Ready Mix
(«Kapa Biosystems», США) и для амплификации
p21Waf1/Cip1 и TP53 с использованием набора
Power SYBR Green PCR Master Mix («Applied
Biosystems», США) согласно инструкции про*
изводителя. Эксперименты проводили мини*
мум в 3 повторениях. Амплификацию в реаль*
ном времени проводили с помощью системы
7500 Real Time PCR («Applied Biosystems»). Дан*
ные по каждому образцу получали трижды и
брали среднее значение полученных результа*
тов. Относительные уровни экспрессии генов
p21Waf1/Cip1 и TP53 рассчитывали с помощью ме*
тода ΔΔCt и нормализовали относительно
GAPDH как внутреннего контроля. Ниже указа*
ны последовательности праймеров, используе*
мых в настоящей работе (прямой и обратный
соответственно):

OCT4: 5′*GCTTTGAGGCTCTGCAGCTT*3′ и
5′*TCTCCAGGTTGCCTCTCACT*3′, NEUROD1:
5′*GGAAACGAACCCACTGTGCT*3′ и 5′*GCC*
ACACCAAATTCGTGGTG*3′, GAPDH: 5′*GCC*
TCAAGATCATCAGCAATGC*3′ и 5′*CCACGA*
TACCAAAGTTGTCATGG*3′, p21Waf1/Cip1: 5′*GA*
CACCACTGGAGGGTGACT*3′ и 5′*CAGGTC*
CACATGGTCTTCCT*3′, TP53: 5′*CCCCTCC*
TGGCCCCTGTCATCTTC*3′ и 5′*GCAGCGC*
CTCACAACCTCCGTCAT*3′.
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Анализ TaqMan�микроРНК и обработка полу�
ченных данных. Наборы TaqMan для определения
индивидуального уровня экспрессии микроРНК
(«Applied Biosystems») были использованы для
miR*21 (Cat. No. 4427975; Assay ID 000397),
miR*30d (Cat. No. 4427975; Assay ID 000420),
miR*30d* (Cat. No. 4427975; Assay ID 002305),
miR*124a (Cat. No. 4427975; Assay ID 000446),
miR*219*5p (Cat. No. 4427975; Assay ID 000522) и
miR*941 (Cat. No. 4427975; Assay ID 002183). Ре*
акции с обратной транскрипцией проводили с
помощью набора с обратной транскриптазой
MultiScribe reverse transcriptase («Applied
Biosystems»), как описано ранее [3]. Затем про*
водили количественную ПЦР с использованием
набора TaqMan Universal PCR Master Mix на
приборе 7500 Real Time apparatus («Applied
Biosystems»), как описано ранее [3, 18]. Уровни
относительной экспрессии отдельных мик*
роРНК рассчитывали с использованием метода
ΔΔCt [3] и нормализовали относительно RNU44
(Cat. No. 4427975; Assay ID 001095) как внутрен*
него контроля. Все эксперименты были выпол*
нены в трех биологических повторениях с ми*
нимум двумя техническими.

Определение выживаемости клеток. Спустя
5 дней после трансдукции с помощью конструк*
та anti*miR*21 или пустого вектора клетки высе*
вали на 96*луночные культуральные планшеты с
плотностью 1,5 × 104 клеток на лунку в случае
1*недельных клеток NT2/A и 2 × 104 клеток на
лунку – в случае 4*недельных клеток NT2/A.
Для определения выживаемости 1*недельных
клеток NT2/A использовали МТТ*тест
(«Merck», США), для определения выживаемос*
ти 4*недельных клеток NT2/A – набор CellTiter
96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
(«Promega», США). Все измерения проводили в
соответствии с протоколом производителя. Для
колориметрических измерений использовали
микропланшетный ридер Infinite 200 PRO
(«Tecan», Швейцария). Все эксперименты были
выполнены в шести технических повторениях и
проведены в трех независимых экспериментах.

Анализ клеточной сенесцентности (старения).
Чтобы определить активность SA*β*gal, клетки
высевали в 24*луночные культуральные планше*
ты. Через 5 дней после трансдукции конструкци*
ей anti*miR*21 или пустым вектором клетки ок*
рашивали с помощью Senescence β*galactosidase
Staining Kit (Cell Signaling Technology) согласно
инструкциям производителя. Вкратце, клетки
промывали PBS, фиксировали и окрашивали в
течение 12 ч при 37 °C раствором X*gal, содержа*
щим β*галактозидазу. Все клетки визуализирова*
ли в одинаковых условиях с помощью фазово*
контрастного микроскопа DM IL LED Inverted

Microscope, определение интенсивности окра*
шивания препаратом SA*β*gal проводили с по*
мощью программы ImageJ software (National
Institutes of Health, США). Все результаты были
получены на основании трех независимых био*
логических повторов.

Предсказание генов�мишеней. Для предсказа*
ния мишеней miR*21 (hSA*miR*21*5p) нами
были использованы программы TargetScan
Human Release 7.2 (http://www.targetscan.org/
vert_72/) [19], DIANA TarBase v8 (https://caroli*
na.imis.athena*innovation.gr/diana_tools/web/
index.php?r=tarbasev8%2Findex) [20] и MirDB
(http://mirdb.org/) [21]. Эти предварительно рас*
считанные данные находятся в свободном дос*
тупе онлайн. Подтвержденные или предсказан*
ные мишени miR*21, полученные с помощью
каждого из указанных выше алгоритмов, были
проанализированы на пересечение с генами,
для которых характерно повышение экспрессии
в астроцитах при индукции клеточного старе*
ния путем облучения, как показано в работе
Limbad et al. [22].

Статистическая обработка результатов. Ста*
тистическая обработка данных была проведена с
использованием программы SPSS statistical soft*
ware (версия 20). Полученные данные представ*
лены в виде среднего значения ± SEM на осно*
вании минимум трех независимых эксперимен*
тов. Значения p были рассчитаны с использова*
нием критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Характеризация нейрональной in vitro диффе�
ренцировки плюрипотентных клеток NT2/D1 че�
ловека. Нами с помощью ретиноевой кислоты
была осуществлена in vitro нейродифференци*
ровка плюрипотентных клеток эмбриональной
карциномы человека NT2/D1 как описано ра*
нее [13]. Прогрессирование нейродифференци*
ровки регистрировали по изменениям морфоло*
гии клеток (рис. 1, a) и уровню экспрессии спе*
цифических маркеров (рис. 1, b, c). Недифферен*
цированные клетки NT2/D1, характеризующие*
ся быстрым клеточным делением и небольшим
размером, росли в виде монослойной культуры
(рис. 1, a). В этих клетках обнаруживалась
экспрессия маркера плюрипотентных стволовых
клеток OCT4 (связывающийся с октамером фак*
тор транскрипции 4) (рис. 1, b). После 4 недель
обработки ретиноевой кислотой клетки форми*
ровали чрезвычайно плотную многослойную
культуру, в которой кластеры клеток круглой
формы размещались поверх очень плотного слоя
прикрепленных клеток (рис. 1, a, +RA). Эта
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многослойная клеточная культура содержала
смесь популяций предшественников нейронов
и глиальных клеток, как было показано ранее
[13, 14]. Соответственно, в этой фазе нейродиф*
ференцировки нами был выявлен высокий уро*
вень экспрессии маркера предшественников
нейронов NEUROD1 (фактор нейрогенной диф*
ференцировки 1) (рис. 1, b). Далее мы выделили
из этих многослойных культур клетки NT2/N и
NT2/A (рис. 1, a, c) с использованием ранее раз*
работанных протоколов [13, 14]. Нейроны и аст*
роглиальные клетки были подтверждены фено*
типически путём мониторинга экспрессии спе*

цифических белков цитоскелета. Так, в клетках
NT2/N было выявлено интенсивное окрашива*
ние белка MAP2 (белок 2, ассоциированный с
микротрубочками), нейрон*специфичного бел*
ка цитоскелета, обнаруживаемого во всех телах
и отростках клеток (рис. 1, c и c′, NT2/N). Для
выявления клеток NT2/A использовали антите*
ла против внутрицитоплазматических филамен*
тов, образованных виментином и белком GFAP
(фибриллярный кислый белок глиальных кле*
ток). В соответствии с результатами работы
Sandhu et al. [14] в случае 1*недельной культуры,
обогащенной клетками NT2/A, нами было по*
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Рис. 1. a – Изображения, полученные с помощью фазово*контрастного микроскопа, демонстрирующие морфологически
изменения, происходящие при индуцированной ретиноевой кислотой (RA) нейродифференцировке клеток NT2/D1.
NT2/D1 – недифференцированные клетки; +RA – NT2/D1 после 4 недель обработки RA; NT2/N – зрелые нейроны;
NT2/A – астроциты (1*недельные); 10*кратное увеличение. b – Полуколичественное определение уровня экспрессии
OCT4 и NEUROD1 с помощью метода ПЦР с обратной транскрипцией. В качестве контроля использовали GAPDH. c – Им*
муноокрашивание клеток NT2/N антителами, специфичными к MAP2 (красный), и клеток NT2/A – антителами, специ*
фичными к белку GFAP (зеленый) и виментину (красный). Ядра клеток были контрокрашены с помощью DAPI (синий).
Выделенный квадратом участок панели с показан в увеличенном виде на (c′). Шкала – 100 мкм
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казано, что все изученные клетки являлись ви*
ментин*позитивными, в то время как лишь не*
большая группа клеток NT2/A интенсивно ок*
рашивалась на GFAP, маркер зрелых астрогли*
альных клеток (рис. 1, c, NT2/A).

Анализ уровня экспрессии отдельных мик�
роРНК в процессе нейрональной дифференциров�
ки клеток NT2/D1, индуцированной ретиноевой
кислотой. Всесторонний анализ экспрессии
микроРНК, проведенный Smith et al. [23], при*
вел к обнаружению микроРНК, ассоциирован*
ных с отдельными фазами нейродифференци*
ровки клеток NT2/D1, индуцированной рети*
ноевой кислотой. Соответственно, чтобы далее
изучить эту модельную систему с точки зрения
паттернов экспрессии микроРНК, нами были
отобраны miR*219 и miR*30d как микроРНК,
специфичные для предшественников нейронов,
а также miR*124 и miR*21, характерные для ней*
ронов и астроцитов, образующихся из клеток
NT2, соответственно [23]. Кроме того, мы вклю*
чили в наш анализ miR*30d*, другой член се*
мейства miR*30, а также miR*941. Последняя
представляет особый интерес, поскольку эта
микроРНК является специфичной для клеток
человека и имеет повышенный уровень
экспрессии в клетках головного мозга, оказывая
влияние на гены, вовлеченные в пути передачи
сигналов нейромедиаторов [24].

После 4 недель культивирования клеток
NT2/D1 с ретиноевой кислотой, максимальные
уровни экспрессии были продемонстрированы
для 4 из 6 проанализированных микроРНК
(miR*30d, miR*30d*, miR*219 и miR*941)
(рис. 2). Несмотря на значительные различия
уровней экспрессии членов семейства miR*30, а
именно miR*30d и miR*30d*, они продемон*
стрировали схожие паттерны экспрессии в ходе
дифференцировки клеток NT2/D1 (рис. 2). Наи*
высший уровень экспрессии в клетках NT2/N и
NT2/A был продемонстрирован miR*124 и
miR*21 соответственно (рис. 2). Следует, одна*
ко, отметить, что в отличие от miR*124, для ко*
торой описан высокий уровень экспрессии в го*
ловном мозге и важная роль в процессе нейроге*
неза как при развитии мозга, так и у взрослых
индивидов [25, 26], роль miR*21 в астроцитах до
сих пор не была изучена. Поэтому в своих рабо*
тах мы сосредоточили внимание на изучении
этой микроРНК и её роли в клетках NT2/A.

Характеризация клеток NT2/A на различных
стадиях их созревания. Процесс созревания кле*
ток NT2/A был задокументирован в виде изме*
нений клеточной морфологии (рис. 3, a), сни*
жения скорости пролиферации клеток
(рис. 3, b, c) и экспрессии специфических мар*
керов (рис. 3, a, нижняя панель). Однонедель*

ные культуры клеток NT2/A состояли в основ*
ном из небольших похожих на звездочки клеток
с многочисленными отростками, подобными
фибриллам (рис. 3, a). Эти фибриллярные или
звездчатые астроциты обнаруживались расту*
щими поверх протоплазматических астроцитов
в первые две недели культивирования клеток. В
процессе дальнейшего созревания клеток
NT2/A доля фибриллярных астроцитов резко
снижалась, и к четвертой неделе клеточные
культуры преимущественно состояли из про*
топлазматических астроцитов, т.е. плоских кле*
ток с короткими цитоплазматическими отрост*
ками, простирающимися от практически круг*
лых клеточных тел (рис. 3, a). В то время как и
фибриллярные и протоплазматические клетки
были виментин*позитивными, интенсивное ок*
рашивание GFAP наблюдалось лишь в подгруп*
пе фибриллярных астроцитов, но не в больших
протоплазматических клетках (рис. 3, a, нижняя
панель).

Скорость пролиферации клеток NT2/A на
двух различных стадиях созревания оценивали
путем оценки экспрессии Ki67, ядерного белка,
ассоциированного с пролиферацией клеток
(рис. 3, b). Число Ki67*меченых клеток сущест*
венно снижалось в процессе созревания клеток
NT2/A (рис. 3, c). В частности, в 1*недельных
культурах клеток NT2/A нами было обнаружено
66% Ki67*меченых клеток, в то время как после
4 недель созревания мы наблюдали 29% митоти*
чески активных клеток от общего количества
подсчитанных клеток. Таким образом, дальней*
шее созревание клеток NT2/A в течение допол*
нительных 3 недель сопровождается примерно
двукратным снижением скорости пролифера*
ции. Схожие фенотипические изменения в про*
цессе созревания NT2/A были ранее описаны
Sandhu et al. [14]. Следующей целью было иссле*
дование того, меняется ли уровень экспрессии
miR*21 в процессе созревания клеток NT2/A.
Мы обнаружили незначительное снижение
уровня экспрессии miR*21 в 4*недельных клет*
ках в сравнении с 1*недельными (рис. 3, d), что
указывает в пользу того, что уровень экспрессии
miR*21 остается без изменений в процессе соз*
ревания клеток NT2/A.

Снижение уровня экспрессии miR�21 влияет
на пролиферацию клеток NT2/A. Для исследова*
ния влияния miR*21 на фенотипические харак*
теристики клеток NT2/A мы снизили уровень
экспрессии этой микроРНК как в незрелых, так
и в зрелых клетках NT2/A. Нами была проведе*
на трансдукция 1*недельных и 4*недельных кле*
ток NT2/A конструкцией, экспрессирующей
anti*miR*21, через 5 суток после чего мы опреде*
ляли уровни экспрессии miR*21. Экспрессия
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указанной микроРНК снижалась до значений
0,39 ± 0,09 (в 1*недельной культуре клеток
NT2/A) и 0,60 ± 0,03 (в 4*недельных культурах
клеток NT2/A ) в сравнении с уровнем miR*21 в
контрольных клетках, трансдуцированных пус*
тым вектором, который был взят за единицу
(рис. 4, a).

Вначале мы изучили влияние снижения
уровня экспрессии miR*21 на выживаемость

клеток NT2/A на обеих стадиях созревания.
Оценку выживаемости клеток NT2/A определя*
ли через 5 дней после трансдукции с использо*
ванием реагента MTT в случае 1*недельных кле*
ток NT2/A и с применением MTS – в случае
зрелых клеток NT2/A (4 недели культивирова*
ния). Снижение уровня экспрессии miR*21 вы*
зывало значительное снижение выживаемости
клеток NT2/A (рис. 4, b). В частности, выживае*
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Рис. 2. Анализ экспрессии микроРНК на различных фазах индуцированной ретиноевой кислотой (RA) нейродифферен*
цировки клеток NT2/D1. NT2/D1 – недифференцированные клетки; +RA – NT2/D1 после 4 недель их обработки RA;
NT2/N –зрелые нейроны; NT2/A – астроциты (1*недельные). Относительные уровни экспрессии микроРНК рассчиты*
вали на основе сравнения с уровнем экспрессии в недифференцированных клетках NT2/D1, который был принят за еди*
ницу. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001
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мость клеток снижалась на 60% и 40% для 1*не*
дельных и 4*недельных клеток NT2/A соответ*
ственно (рис. 4, b). Затем мы оценивали
экспрессию Ki*67 путем регистрации иммуно*
флуоресценции для определения влияния уров*
ня экспрессии miR*21 на скорость пролифера*
ции клеток NT2/A (рис. 4, c). Как показано на
рис. 4, d, количество Ki*67*позитивных клеток
снизилось примерно на 30% и 20% в 1*недель*

ных и 4*недельных культурах клеток NT2/A со*
ответственно. Таким образом, обнаруженное
снижение выживаемости клеток NT2/A вызва*
но – по крайней мере, частично – уменьшением
скорости пролиферации клеток.

Снижение уровня экспрессии miR�21 индуци�
рует старение клеток NT2/A. Для определения
того, сопровождалась ли остановка роста, наб*
людаемая после трансдукции 1*недельных и
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Рис. 3. a – Изображения, полученные с помощью фазово*контрастного микроскопа, демонстрируют морфологические
различия между 1*недельными и 4*недельными клетками NT2/A (верхняя панель) при увеличении в 10 раз. Иммуноок*
рашивание с помощью антител против виментина (зеленый) и белка GFAP (красный) (нижняя панель). Клеточные ядра
контрокрашены с помощью DAPI (синий). Шкала – 100 мкм. b – Определение экспрессии Ki*67 (зеленый) с помощью
иммунофлуоресценции, увеличение в 20 раз. Выделенный квадратом участок панели b (слева) показан в увеличенном ви*
де на b′. c – Статистический анализ клеток, иммунопозитивных в отношении Ki*67 в 1*недельных и 4*недельных
культурах клеток NT2/A. Процент Ki*67*позитивных клеток рассчитывали относительно общего количества клеток, ме*
ченых DAPI (минимум 100 клеток). d – Относительный уровень экспрессии miR*21 в 4*недельных клетках NT2/A был
рассчитан в сравнении с уровнем экспрессии в 1*недельной культуре клеток NT2/A, который был взят за единицу.
*** p ≤ 0,001
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Рис. 4. a – Относительное снижение уровня экспрессии miR*21 в 1*недельных и 4*недельных клетках NT2/A после
их трансдукции конструкцией anti*miR*21 было рассчитано относительно уровня экспрессии miR*21 в контроле
(клетки, трансдуцированные пустым вектором), который был приравнен к единице. b – Относительные значения
выживаемости 1*недельных и 4*недельных клеток NT2/A после трансдукции клеток конструкцией anti*miR*21 рас*
считывали относительно выживаемости клеток, трансдуцированных пустым вектором, которая была принята за еди*
ницу. c – Репрезентативные изображения иммуноокрашивания белка Ki*67 (зеленый) 1*недельных (панель слева) и
4*недельных (панель справа) клеток NT2/A, трансдуцированных конструкцией anti*miR*21 или пустым вектором
(контроль). Ядра клеток были контрокрашены препаратом DAPI (синий), 20*кратное увеличение. d – Статистичес*
кая обработка Ki*67*иммунопозитивных 1*недельных и 4*недельных клеток NT2/A после трансдукции клеток
конструкцией anti*miR*21 или пустым вектором. Процент Ki*67*иммунопозитивных клеток рассчитывали относи*
тельно общего количества клеток, меченых DAPI (минимум 180 клеток). Данные получены из двух независимых экс*
периментов. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001
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4*недельных клеток NT2/A конструкцией anti*
miR*21, изменениями уровней экспрессии ин*
гибиторов клеточного цикла, мы проанализиро*
вали экспрессию p21Waf1/Cip1 и TP53 (рис. 5, a, b).
Уровни экспрессии обоих анализируемых инги*
биторов клеточного цикла возрастали после
трансдукции клеток anti*miR*21. Повышение
уровня экспрессии p21Waf1/Cip1 и TP53 было замет*
но как в 1*недельных, так и в 4*недельных куль*

турах клеток NT2/A, трансдуцированных anti*
miR*21 (рис. 5, a). Повышенная экспрессия ин*
гибиторов клеточного цикла p21 и p53, а также
остановка роста клеток свидетельствуют об ини*
циации клеточного старения [12].

Чтобы определить, влияет ли снижение уров*
ня экспрессии miR*21 на процесс клеточного
старения, мы проанализировали активность
SA*β*gal в 1*недельных и 4*недельных клетках
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Рис. 5. a – Анализ экспрессии p21Waf1/Cip1 и TP53 с помощью количественной ПЦР с обратной транскрипцией в 1*недель*
ных и 4*недельных клетках NT2/A после их трансдукции конструкцией anti*miR*21. Относительные уровни экспрессии
p21 и p53 в 1*недельных и 4*недельных клетках NT2/A после их трансдукции anti*miR*21 рассчитывали относительно
уровня экспрессии p21 и p53 в контрольных клетках (трансдуцированных пустым вектором), который был принят за еди*
ницу. b – Репрезентативные изображения окрашивания SA*β*gal (зеленый) 1*недельных и 4*недельных клеток NT2/A,
трансдуцированных anti*miR*21 или пустым вектором. c – Относительное увеличение интенсивности окрашивания
SA*β*gal в 1*недельных и 4*недельных клетках NT2/A, трансдуцированных anti*miR*21, было рассчитано путём сравне*
ния с интенсивностью окрашивания SA*β*gal в клетках, трансдуцированных пустым вектором, которая была приравнена
к единице. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01
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NT2/A после их трансдукции конструкцией
anti*miR*21. Во*первых, мы наблюдали, что ко*
личество стареющих клеток NT2/A увеличива*
лось в процессе их созревания (рис. 5, b, нижняя
панель, сравнение контрольных/1*недельных и
контрольных/4*недельных культур клеток
NT2/A). Кроме того, было также обнаружено
интенсивное окрашивание SA*β*gal как в 1*не*
дельных, так и в 4*недельных клетках NT2/A,
трансдуцированных anti*miR*21 (рис. 5, b, ниж*
няя панель). Определение интенсивности окра*
шивания SA*β*gal продемонстрировало, что
снижение уровня экспрессии miR*21 вызывает
увеличение активности SA*β*gal в 1*недельных и
4*недельных клетках NT2/A в 4,6 и 3,8 раза соот*
ветственно в сравнении с клетками, трансдуци*
рованными пустым вектором (рис. 5, c).

В целом, необратимая остановка клеточного
роста в сочетании с повышенной экспрессией
ингибиторов клеточного цикла p21 и p53 и по*
вышенной активностью SA*β*gal свидетель*
ствовали в пользу того, что снижение уровня
экспрессии miR*21 вызывает старение как 1*не*
дельных, так и 4*недельных клеток NT2/A.

Анализ in silico ассоциированных со старением
генов, являющихся мишенями miR�21. Масштаб*

ный анализ результатов секвенирования РНК,
проведенный Limbad et al. [22], выявил значи*
тельные изменения в транскриптоме старею*
щих в результате воздействия облучения астро*
цитов. Было показано, что уровень экспрессии
многих генов, играющих важную роль в нор*
мальном функционировании астроцитов, сни*
жен, в то время как уровень экспрессии много*
численных провоспалительных генов был, нао*
борот, повышен [22]. Чтобы выявить потенци*
альные мишени miR*21 среди генов с повы*
шенной экспрессией, нами был проведен ана*
лиз in silico с использованием различных он*
лайн*сервисов для предсказания: TargetScan,
TarBase и MirDB. Полученные нами результаты
продемонстрировали, что многие гены с повы*
шенной экспрессией в стареющих в результате
облучения астроцитах были предсказаны в
качестве мишеней miR*21 (Приложение,
табл. S1). Среди них оказалось 24 гена, для ко*
торых предсказания всех онлайн*программ
совпадали (рис. 6). Эти данные дали дополни*
тельное подтверждение полученным нами ра*
нее результатам, указывающим на miR*21 как
потенциальный регулятор клеточного старения
астроцитов.
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Рис. 6. Диаграмма Венна, показывающая, что предсказанные гены*мишени miR*21 характеризуются повышенной
экспрессией в стареющих астроцитах [22] и выявляются всеми 3 алгоритмами – TargetScan, TarBase и MirDB. Показаны
24 гена, присутствующие в выдаче всех трех алгоритмов
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Широкомасштабное профилирование экс*
прессии микроРНК в клетках NT2/D1 человека
в процессе индуцированного RA перехода из
предшественников в полностью дифференци*
рованные нейрональные клетки продемонстри*
ровало, что эта модельная система подходит для
изучения специфических функций микроРНК
в процессе развития нервной системы челове*
ка [23]. В соответствии с этими масштабными
исследованиями экспрессии микроРНК нами
было показано, что miR*219 и miR*30d являют*
ся специфичными для стадий предшественни*
ков нейронов при индуцированной RA диффе*
ренцировке клеток NT2/D1. Аналогичный вы*
вод можно сделать для miR*941, специфичной
для человека (рис. 2). Высокий уровень
экспрессии miR*941 спустя 4 недели после об*
работки клеток NT2/D1 ретиноевой кислотой
может быть связан с дифференцировкой кле*
ток, т.к. было показано, что мишенями этой
специфичной для человека микроРНК являют*
ся гены, вовлеченные в сигнальные пути, необ*
ходимые для клеточной дифференцировки [24].
Обнаруженные нами высокие уровни экспрес*
сии miR*124 и miR*21 в образующихся из кле*
ток NT2 нейронах и астроцитах соответственно
(рис. 2) также соответствовали данным, опуб*
ликованным Smith et al. [23]. Полученные в ука*
занной работе результаты свидетельствовали о
высоких уровнях экспрессии этих микроРНК в
NT2*дифференцированных клетках и соответ*
ствующих им первичных культурах клеток че*
ловека [23].

Клетки NT2/A продемонстрировали фено*
типические изменения в процессе созревания в
условиях in vitro (рис. 3), включая, в частности,
наличие виментина даже в зрелых астроцитах,
что соответствовало результатам предыдущего
исследования [14]. Количество участвующих в
клеточном цикле Ki*67*меченых клеток значи*
тельно снижалось по мере старения культур
клеток NT2/A (рис. 3, b, c), что, согласно
Sandhu et al. [14], обусловлено остановкой кле*
точного цикла в фазе G0/G1. И хотя эти клетки
сохраняли способность к возобновлению про*
лиферации после повреждения [14], получен*
ные нами результаты свидетельствуют о том,
что снижение скорости роста культур NT2/A
было также связано с индукцией процесса кле*
точного старения, ассоциированного с повы*
шенной активностью SA*β*gal в 4*недельных
культурах по сравнению с 1*недельными куль*
турами клеток NT2/A (рис. 5, b). Сделанный на*
ми вывод согласуется с тем, что культуры
NT2/А обладают ограниченной продолжитель*

ностью жизни (от 6 до 10 пассажей), что было
показано ранее в работе Sandhu et al. [14].

Роль miR*21 в головном мозге взрослого ор*
ганизма в основном рассматривалась в контек*
сте поражения спинного мозга (SCI). Было
высказано предположение, что указанная мик*
роРНК может работать в качестве регулятора
функционирования астроцитов, способствуя их
восстановлению после SCI как in vitro, так и
in vivo [6, 7]. В частности, показано, что повы*
шение экспрессии miR*21 после SCI способ*
ствует пролиферации астроцитов и ингибиро*
ванию их апоптоза [6]. В соответствии с этими
данными нами было показано, что снижение
уровня экспрессии miR*21 приводит к сниже*
нию пролиферации клеток NT2/A. Интересно,
что данный эффект отмечался не только в 1*не*
дельных культурах клеток NT2/A, состоящих
преимущественно из митотически активных
клеток, но также и в 4*недельных культурах, где
большинство клеток уже достигли фазы покоя
(рис. 4, c, d). Такая активность miR*21, способ*
ствующая пролиферации клеток, уже была опи*
сана во многих других клеточных контекстах,
преимущественно в различных типах злокаче*
ственных опухолей, включая глиобласто*
му [27, 28]. Таким образом, достаточно неожи*
данным является факт того, что повышенная
экспрессия miR*21 также наблюдается в зрелых
культурах клеток NT2/A (рис. 3, d), несмотря на
то что количество клеток с нормальным клеточ*
ным циклом (cycling cells) значительно умень*
шилось. Мы можем предположить, что астро*
циты должны поддерживать определенный уро*
вень экспрессии miR*21 в процессе созревания,
чтобы предотвратить преждевременное старе*
ние клеток. Действительно, остановка роста
клеток, индуцированная снижением уровня
экспрессии miR*21, сопровождалась повыше*
нием экспрессии p21Waf1/Cip1 и TP53 (рис. 5, a).
Повышение уровня экспрессии этих ингибито*
ров клеточного цикла, сопряженное с повы*
шенной активностью SA*β*gal, являются чёт*
кими индикаторами того, что снижение
экспрессии miR*21 индуцирует клеточное ста*
рение (рис. 5, b, c). По нашим сведениям, это
первые данные, демонстрирующие связь между
miR*21 и старением астроцитов. Сходные ре*
зультаты были получены и на других клеточных
моделях [29, 30]. Изменения базового уровня
экспрессии miR*21 часто коррелируют с раз*
личными патологиями ЦНС, что наиболее ярко
видно на примере глиобластомы [4]. Кроме то*
го, показано, что уровень miR*21 в процессе
старения существенно изменяется как в тканях,
так и в крови, и ассоциируется с различными
воспалительными процессами и возрастными
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заболеваниями [8]. В целом, мы можем предпо*
ложить, что поддержание базового уровня
экспрессии miR*21 играет важную роль в под*
держании нормальной физиологической актив*
ности астроцитов.

Ассоциированная с клеточным старением
дисфункция астроцитов имеет серьезные пос*
ледствия в контексте старения мозга и разви*
тия нейродегенеративных заболеваний [31].
Неблагоприятное воздействие сенесцентных
астроцитов на свое микроокружение состоит в
основном в приобретенном провоспалитель*
ном секреторном фенотипе [32]. Кроме того,
описаны и другие изменения в астроцитах,
вызванные клеточным старением, которые мо*
гут иметь отношение к их нейротоксичности.
Так, снижение уровня калия и транспортеров
глутамата с последующим снижением защиты
нейронов может приводить к развитию нейро*
дегенеративных заболеваний, в том числе бо*
лезни Альцгеймера и подобных типов демен*
ции [22, 31, 33].

В нашей работе было выявлено in silico 24 ге*
на, являющихся мишенями miR*21, которые,
предположительно, связаны со старением
(рис. 6). Также было показано, что в астроцитах
человека повышается экспрессия некоторых из
этих потенциальных генов*мишеней miR*21
(TIMP3, TGFB1, IL12A, RECK, VCL, COL4A1 и
EHD1) в процессе индуцированного окисли*
тельным стрессом клеточного старения [33].
Более того, для некоторых из указанных генов
(TIMP3, RECK, SMAD7, SATB1, PITX2, MAP2K3,
BTG2, CCL20 и ANKRD46) была эксперимен*
тально подтверждена их роль в качестве непос*
редственных мишеней miR*21 в различных ти*
пах клеток [34–41]. Наши данные, указываю*
щие на регуляторную роль miR*21 в процессе

старения астроцитов, также подтверждают по*
лученные ранее результаты. Интересно отме*
тить, что некоторые предсказанные мишени
miR*21, представленные на рис. 6, включают
гены, имеющие отношение к ассоциированно*
му со старением секреторному фенотипу, среди
них интерлейкин IL12A, цитокин CCL20, фак*
тор ангиогенеза TGFB и ингибиторы металло*
протеаз TIMP3 и RECK. Тем не менее для иссле*
дования miR*21*ассоциированных механизмов,
лежащих в основе старения астроцитов, необ*
ходимо проведение функционального анализа.
Как уже обсуждалось ранее, сенесцентные аст*
роциты ассоциированы с различными патоло*
гиями ЦНС, поэтому выявление ассоциирован*
ных с микроРНК механизмов, лежащих в осно*
ве процесса старения астроцитов, могут иметь
практическое значение. Новые микроРНК*ас*
социированные терапевтические стратегии мо*
гут предотвратить переход клеток в сенесцент*
ное состояние и способствовать улучшению
клинических исходов.
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INHIBITION OF miR�21 PROMOTES CELLULAR SENESCENCE
IN NT2�DERIVED ASTROCYTES
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Natasa Kovacevic�Grujicic1, Milena Stevanovic1,3,4, and Andrijana Lazic1*

1 Laboratory for Human Molecular Genetics, Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering,
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Astrocytes are the main homeostatic cells in the central nervous system (CNS). They provide mechanical, metabolic
and trophic support to neurons and disruption of their physiological roles or the acquisition of senescence*associated
phenotype can contribute to the CNS dysfunction and pathology. However, molecular mechanisms underlying the
complex physiology of astrocytes are insufficiently explored. Recent studies have shown that miRNAs are involved in
the regulation of astrocyte function through different mechanisms. Although miR*21 has been reported as an astro*
cytic miRNA with an important role in astrogliosis, no link between this miRNA and cellular senescence of astrocytes
has been reported. To address the role of miR*21 in astrocytes, with special focus on cellular senescence, we used
NT2*derived astrocytes (NT2/A). We down*regulated miR*21 expression in both immature and mature NT2/A by
antisense technology. Our results revealed that miR*21 down*regulation induced growth arrest and premature cellu*
lar senescence, indicated by senescence hallmarks including increased expression of cell cycle inhibitors p21 and p53
and augmented senescence*associated β*galactosidase activity. Additionally, our in silico analyses revealed that many
of the genes, previously shown to be up*regulated in irradiation*induced senescent astrocytes, were predicted miR*21
targets. Taken together, our results point to miR*21 as a potential regulator of astrocyte senescence. To the best of our
knowledge, these are the first data showing the link between miR*21 and cellular senescence of astrocytes. Since
senescent astrocytes are associated with different CNS pathologies, development of novel therapeutic strategies based
on miRNA manipulation could prevent the senescent state and may improve the physiological outcome.

Keywords: miR*21, astrocytes, NT2/D1, senescence
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Прогестерон и его синтетические аналоги оказывают свое действие на клетки через разные типы рецепто�
ров, влияя на процессы пролиферации и апоптоза. Они действуют через ядерные рецепторы и малоизучен�
ные мембранные рецепторы (mPRs) семейства адипонектиновых и прогестиновых рецепторов (PAQR). На�
ми были выявлены два селективных лиганда mPRs, активирующие избирательно только этот тип рецепто�
ров – 19�гидроксипрегн�4�ен�20�он (LS�01) и 19�гидрокси�5β�прегн�3�ен�20�он (LS�02). Главной целью
этой работы было исследование их действия на процессы пролиферации и гибели опухолевых клеток ВхРС3
аденокарциномы поджелудочной железы человека, а также изучение участия двух киназ, р38 МАРК и JNK,
в сигнальных каскадах, активируемых прогестинами через mPRs. Показано, что прогестерон и соединение
LS�01 достоверно (р < 0,05) снижают жизнеспособность клеток ВхРС3, при этом посредником их действия
является JNK. Выявлены мишени этих двух стероидов – ими являются гены, кодирующие белки Ki67, цик�
лина D1, PCNA и р21. Установлено, что прогестерон и соединение LS�01 достоверно (р < 0,05) стимулиру�
ют процесс фрагментации ДНК, приводя к усилению гибели клеток. Главным посредником в этом являет�
ся р38 МАРК. Выявленной мишенью для обоих стероидов является ген, кодирующий белок BCL2А1. Со�
единение LS�02 оказывает достоверное действие (р < 0,05) на проницаемость мембран и экспонирование на
наружной мембране фосфатидилсерина, что также приводит к усилению гибели клеток. Показано, что по�
средниками этого действия являются обе киназы – JNK и р38 МАРК. Мишенью соединения LS�02 являют�
ся гены, кодирующие белки HRK, каспазу 9 и DAPK.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: прогестерон, селективные лиганды, пролиферация, апоптоз, экспрессия, ядерный
рецептор, мембранные рецепторы прогестерона.
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ЦИТОТОКСИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ СЕЛЕКТИВНЫХ ЛИГАНДОВ
МЕМБРАННЫХ РЕЦЕПТОРОВ ПРОГЕСТЕРОНА В КЛЕТКАХ ВхРС3

АДЕНОКАРЦИНОМЫ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЧЕЛОВЕКА

© 2021 А.И. Гончаров1, И.С. Левина2, В.Л. Шляпина1, И.А. Морозов3, П.М. Рубцов3,
И.В. Заварзин2, О.В. Смирнова1, Т.А. Щелкунова1*

ВВЕДЕНИЕ

Прогестерон (прегн�4�ен�3,20�дион, Р4)
оказывает разнонаправленное действие на про�
лиферацию и апоптотическую гибель клеток в
зависимости от их фенотипа и рецепторного

состава. Как все стероидные гормоны, он может
действовать через свои ядерные рецепторы, яв�
ляющиеся транскрипционными факторами, ак�
тивируемыми лигандами (nPRs). Также Р4 мо�
жет оказывать эффекты через обнаруженные
значительно позднее мембранные рецепторы
(mPRs), относящиеся к семейству PAQR�адипо�
нектиновых и прогестиновых рецепторов пяти
субтипов [1–2]. Действуя на разные типы кле�
ток, Р4 и его синтетические аналоги способны
как стимулировать пролиферативные процессы,
так и наоборот, подавлять их [3]. Такие же раз�
нонаправленные эффекты эти стероиды имеют
на выживаемость опухолевых клеток [4]. Роль
мембранных рецепторов в этих процессах мало
изучена. Исследование их функции затруднено
тем, что эти рецепторы часто локализуются в тех
же клетках, что и nPRs. Экспрессия mPRs наб�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : циклин D1 – активатор
циклин�зависимых протеинкиназ; DAPK – протеинкина�
за 1, ассоциированная со смертью (Death�associated protein
kinase 1); FAS – Fas�рецептор или апоптозный антиген 1
(Fas cell surface death receptor); GPCRs – рецепторы, сопря�
женные с G�белками (G protein coupled receptors); HRK –
белок, взаимодействующий с BCL2 (Harakiri); Ki67 – мар�
кер пролиферации; mPRs – мембранные рецепторы про�
гестерона; nPRs – ядерные рецепторы прогестерона;
PCNA – ядерный антиген пролиферирующих клеток; P4 –
прогестерон; p21 – ингибитор 1А циклин�зависимой ки�
назы; p27 – ингибитор 1В циклин�зависимой киназы.

* Адресат для корреспонденции.



ЦИТОТОКСИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ СТЕРОИДОВ LS�01 И LS�02

людается как в нормальных тканях, так и в рако�
вых клетках. Исследования показывают, что
прогестины через mPRs стимулируют процесс
канцерогенеза в одних линиях клеток рака мо�
лочной железы [5–7], но ингибируют пролифе�
рацию и метастазирование других линий клеток
этого органа [8–9]. Прогестины способствуют
миграции, инвазии и пролиферативной актив�
ности клеток глиобластомы человека через
mPRα [10], но ингибируют процесс канцероге�
неза в опухолевых клетках рака яичников и лег�
ких – также через активацию mPRs [11, 12]. Та�
ким образом, через эти рецепторы Р4 влияет на
процессы, которые играют, по�видимому, важ�
ную роль в прогрессии опухолей.

Ранее в нашей работе было показано, что Р4
ингибирует пролиферацию клеток ВхРС3 адено�
карциномы поджелудочной железы человека,
действуя через свои мембранные рецепторы [13].
Экспрессии генов классических ядерных рецеп�
торов прогестерона в этих клетках обнаружено
не было, в то время как экспрессия генов mPRs,
преимущественно субтипов α и γ, наблюдалась
на самом высоком уровне среди 16 изученных
линий опухолевых клеток человека, достигая
270–283% от уровня мРНК GAPDH. Изучение
белкового состава рецепторов прогестерона ме�
тодом вестерн�блоттинга подтвердило эти выво�
ды [13]. Самая низкая экспрессия mPRs наблю�
далась в клеточной линии LNCaP аденокарци�
номы простаты, где уровни мРНК mPRs субти�
пов α, β и γ не превышали 2% от уровня GAPDH,
причем мРНК nPRs в них также не была обнару�
жена [13]. Максимальный эффект подавления
пролиферативной активности клеток ВхРС3
прогестероном наблюдался через 72 ч инкубации
с гормоном. При изучении лигандной специ�
фичности сродства серии синтезированных про�
гестинов к mPRs в сравнении с классическими
рецепторами прогестерона нами были выявлены
два селективных лиганда мембранных рецепто�
ров, практически не взаимодействующие с nPRs.
Соединения 19�гидроксипрегн�4�ен�20�он
(LS�01) и 19�гидрокси�5β�прегн�3�ен�20�он
(LS�02), формулы которых опубликованы ра�
нее [14, 15], имеют относительную конкурент�
ную активность по отношению к mPRs, равную в
среднем 10% и 24% от активности прогестерона
соответственно [14, 15]. Эффекты селективных
лигандов mPRs были изучены в иммунных клет�
ках [16]. В данной работе мы исследовали
действие этих соединений на пролиферацию и
гибель опухолевых клеток ВхРС3 в сравнении с
эффектами Р4, а также участие р38 МАРК и JNK
в этих процессах.

Как было показано в ряде работ, посредни�
ками действия Р4 при активации mPRs могут

быть разные сигнальные каскады: ERK1/2
(p42/44 MAPK) [2, 5, 17–19], стимуляция
PI3K/Akt [5–7, 10, 18–20], подавление актив�
ности той же PI3K/Akt [21, 22], р38 МАРК
[11, 23, 24], JNK1/2 [11, 23], Src [8, 10], MEK1/2
и PKA [25], TGFβ1 [26] и другие [8, 22]. При ак�
тивации ERK1/2 и PI3K/Akt наблюдалось, как
правило, усиление пролиферации клеток и ин�
гибирование их гибели. Противоположный эф�
фект проявлялся при активации через mPRs
сигнального каскада р38 МАРК и JNK1/2
[11, 23]. Поскольку прогестерон путем действия
через эти рецепторы оказывал антипролифера�
тивный эффект на клетки ВхРС3, мы исследова�
ли роль р38 МАРК и JNK в сигнальных путях,
активируемых при взаимодействии гормонов с
mPRs. Для этого мы использовали ингибиторы
SB203580 и SP600125, блокирующие работу этих
двух ферментов, и оценивали фосфорилирова�
ние последних при обработке клеток Р4 и селек�
тивными лигандами mPRs – LS�01 и LS�02.

При изучении механизма действия mPRs
важную роль играет топология этих белков, осо�
бенно расположение С�концевого участка ре�
цепторов по отношению к мембране. Существу�
ют данные, позволяющие отнести mPRs к се�
мейству рецепторов, связанных с G�белками,
характеризующимися внутриклеточным распо�
ложением С�концевого участка [24, 27, 28]. Тем
не менее с использованием биоинформатичес�
ких алгоритмов было предсказано, что С�конец
мембранных рецепторов прогестерона располо�
жен вне клетки [29], что в дальнейшем было по�
казано экспериментально для одного из субти�
пов mPRs [30]. Поскольку топология изучаемых
белков является предметом разногласий
[17, 27, 31], мы изучили взаимодействие клеток
ВхРС3 с антителами к внутреннему и С�конце�
вому участку mPRs трех субтипов для дополни�
тельного подтверждения экспрессии белков и
определения локализации их С�доменов.

Связывание Р4 с mPRs имеет сродство при�
мерно в 5–30 раз более низкое по сравнению с
nPRs [13, 14, 27]. Считается, что через эти рецеп�
торы прогестерон действует в высоких физио�
логических концентрациях, наблюдаемых при
беременности или локально – в местах синтеза
этого стероида. Поэтому в работе мы использо�
вали высокие физиологические и фармакологи�
ческие концентрации прогестинов, от 1 до
20 мкМ, для наилучшего выявления эффектов,
опосредуемых мембранными рецепторами. По�
казано, что Р4 в концентрациях 20–80 мкМ не
влиял на жизнеспособность здоровых фибро�
бластов человека и клеток первичной культуры
кортикальных нейронов крысы [32, 33]. Кроме
того, подобные концентрации прогестерона
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наблюдались в сыворотке животных при его
введении, при этом они не страдали от токси�
ческих эффектов, которые оценивали по выжи�
ваемости, активности животных и изменению
массы тела [32].

Таким образом, главной целью этой работы
было изучение действия селективных лигандов
mPRs LS�01 и LS�02 в сравнении с эффектами
Р4 на пролиферацию и апоптотическую гибель
клеток ВхРС3 аденокарциномы поджелудочной
железы человека с высоким содержанием мемб�
ранных рецепторов. Для этого мы исследовали:

1) наличие белков mPRs в этих клетках мето�
дом, отличным от использованного нами ра�
нее [13];

2) влияние Р4, LS�01 и LS�02 на: а) жизне�
способность клеток ВхРС3 с использованием
клеток LNCaP в качестве негативного контроля;
б) фрагментацию ядерной ДНК, экспонирова�
ние фосфатидилсерина на наружной мембране
клеток и проницаемость мембран клеток для
йодистого пропидия; в) экспрессию генов фак�
торов, связанных с пролиферацией и процесса�
ми апоптоза;

3) влияние Р4, LS�01 и LS�02 на активирую�
щее фосфорилирование р38 МАРК и JNK. Экс�
перименты проводили в отсутствие и в присут�
ствии ингибиторов р38 МАРК и JNK для иссле�
дования роли последних в опосредовании эф�
фектов Р4 и селективных лигандов mPRs на изу�
чаемые процессы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все реактивы, среды и сыво�
ротки были произведены компаниями
«HyClone» (США), «Gibco» (США), «ПанЭко»
(РФ), «Sigma�Aldrich» (США), «Invitrogen»
(США), «Promega» (США), «Синтол» (РФ),
«Biological Industries» (США), «Thermo
Scientific» (США), «GE Healthcare» (Велико�
британия), «SelleckChem» (США). В работе бы�
ли использованы следующие антитела: ab75508,
ab123693, ab79517, goat anti�rabbit IgG H&L
(Alexa Fluor 488) ab150077 «Abcam» (США),
Phospho�p38 MAPK (Thr180, Tyr182) S.417.1
«Invitrogen», Anti�JNK antibody SAB4200176,
monoclonal anti�JNK, activated (diphosphorylated
JNK) J4750, Anti�p38 MAPK antibody
SAB4500490, Anti�GAPDH antibody G9545
«Sigma�Aldrich». Прогестерон (≥ 99%) приобре�
тен у компании «Sigma�Aldrich». 19�Гидрокси�
прегн�4�ен�20�он (LS�01) и 19�гидрокси�
5β�прегн�3�ен�20�он (LS�02) были синтезирова�
ны как описано ранее [14]. Клетки LNCaP (кар�
циномы простаты) и BxPC3 (аденокарциномы

поджелудочной железы) человека были получе�
ны из Американской коллекции типовых куль�
тур (ATCC).

Клеточные культуры. Клеточные линии куль�
тивировали в стандартных условиях при 37 °C в
инкубаторе с 5% CO2. Клетки BxPC3 и LNCaP
выращивали в среде RPMI�1640, в которую бы�
ли добавлены 10% фетальной бычьей сыворотки
(FBS) и 1× (однократный) раствор смеси анти�
биотика и антимикотика. Четвертый пассаж
культур после размораживания переносили в
среду, не содержащую фенолового красного, в
которую были добавлены 10% фетальной бычь�
ей сыворотки, обработанной декстран�покры�
тым углем (DFBS), и антибиотики. После трех
пассажей в среде, не содержащей стероиды,
клетки использовали для проведения ХТТ�тес�
та, анализа TUNEL, анализа связывания аннек�
сина V, экстракции РНК и иммуноблоттинга.

Изучение экспрессии mPRs на поверхности
клеток ВхРС3. Клетки BxPC3 выращивали в
среде с феноловым красным, снимали раство�
ром трипсина, переносили в пробирки
Eppendorf (200 000 клеток/пробирка) и осажда�
ли центрифугированием (300 g, 5 мин, 20 °С).
Клетки фиксировали в 3,5%�ном растворе пара�
формальдегида в PBS в течение 10 мин; часть
клеток не фиксировали. Промывку клеток про�
изводили трижды, центрифугируя и суспенди�
руя в PBS с 0,1% Tween 20. К осадку клеток до�
бавляли блокирующий буфер (3,5% глицин в 1%
BSA–PBS–0,1% Tween 20) и инкубировали
30 мин при комнатной температуре на шейкере
при 150 об./мин. Затем клетки промывали раст�
вором 1% BSA–PBS–0,1% Tween 20. После это�
го осадок клеток обрабатывали разведенными в
500 раз антителами к mPRα (ab75508), разведен�
ными в 100 раз антителами к mPRβ (ab123693)
или разведенными в 500 раз антителами к mPRγ
(ab79517). Ранее мы использовали те же самые
антитела для иммуноблоттинга и выявляли с их
помощью белки ожидаемого молекулярного ве�
са [13]. Для контроля на специфическое окра�
шивание использовали клетки без обработки
первичными антителами в 1% BSA–PBS–
0,1% Tween 20. Обработку клеток первичными
антителами проводили 60 мин при 150 об./мин и
20–22 °С, отмывали и обрабатывали раствором
вторичных антител, разведенных в 500 раз (Alexa
Fluor 488, ab150077), в течение 60 мин при
150 об./мин и 20–22 °С. Контрольные клетки
также обрабатывали вторичными антителами.
После инкубации клетки трижды отмывали в
PBS–0,1% Tween 20. Полученный осадок клеток
суспендировали в растворе PBS и использовали
для определения интенсивности флуоресцент�
ного окрашивания Alexa Fluor 488 (канал
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«FITC») на проточном цитофлуориметре
(LSRFortessa, «BD Biosciences», США).

Обработка гормонами и ингибиторами киназ.
Для инкубации со стероидами использовали
третий пассаж клеток BxPC3 или LNCaP в среде
RPMI�1640 без фенолового красного с добавка�
ми, описанными выше. Опухолевые клетки по�
мещали в чашки Петри для культивирования
или в 6/24/96�луночные планшеты и выращива�
ли до 70% конфлюэнтности. Затем добавляли
свежую среду без фенолового красного, содер�
жащую стероиды или растворитель этанол (0,2%
объема среды). Клетки подвергали воздействию
различных концентраций прогестерона и селек�
тивных лигандов mPR (1, 5, 20 мкМ) в течение
48 или 72 ч. При работе с ингибиторами
р38 МАРК и JNK соединения SB203580 и
SP600125 растворяли в диметилсульфоксиде
(ДМСО), разводили в среде и добавляли в лунки
до конечной концентрации 15 и 2,5 мкМ соответ�
ственно. Используемые концентрации были по�
добраны в предварительно проведенных экспе�
риментах. Ингибиторы добавляли как к клет�
кам, инкубируемым со стероидами, так и к
контрольным пробам с этанолом. После окон�
чания инкубации культуральный супернатант
удаляли, клетки использовали для проведения
экспериментов.

XTT@тест. Жизнеспособность клеток оцени�
валась с помощью ХТТ�теста. Клетки ВхРС3 и
LNCaP пересаживали в 96�луночный планшет по
10–13 тыс. клеток на лунку и оставляли на ночь
при 37 °C для прикрепления к поверхности, затем
клетки обрабатывали прогестероном или соеди�
нениями LS�01 и LS�02 в разных концентрациях
в отсутствие или в присутствии ингибиторов, как
описано выше. Затем в лунки с объемом среды
100 мкл добавляли по 50 мкл маркировочной
смеси 2,3�бис�(2�метокси�4�нитро�5�сульфофе�
нил)�2H�тетразолиум�5�карбоксанилида (XTT)
на лунку и инкубировали в течение 3 ч при 37 °C
и 5% CO2. Оптическую плотность образцов изме�
ряли при 450 и 620 нм с использованием план�
шетного спектрофотометра (Multiscan EX
«Thermo Electron Corporation», США).

TUNEL@тест. Клетки ВхРС3 высеивали на
6�луночный планшет по 800 тыс. клеток на лун�
ку, через сутки их обрабатывали гормонами в от�
сутствие или в присутствии ингибиторов, как
описано выше. Анализ TUNEL проводили в
соответствии с инструкциями производителя
по протоколу для TUNEL Alexa Fluor®
(«Invitrogen») с использованием набора APO�
BrdU™ TUNEL Assay Kit с Alexa Fluor® 488
Anti�BrdU�A23210 («Invitrogen»). Количество
апоптозных клеток подсчитывали методом про�
точной цитометрии на LSRFortessa.

Анализ клеток, окрашенных конъюгатом
Annexin V–FITC. Клетки высеивали на 24�лу�
ночный планшет (из расчета 60 тыс. клеток на
лунку). На следующий день производили обра�
ботку клеток исследуемыми стероидами в отсут�
ствие и на фоне ингибиторов р38 и JNK, как
описано выше. После окончания инкубации
клетки снимали раствором трипсина и перено�
сили в пробирки. Для определения апоптоти�
ческих и некротических клеток использовали
набор Annexin V–FITC conjugate (A13199,
«Invitrogen»). Определение производили соглас�
но рекомендациям производителя. Интенсив�
ность флуоресцентного окрашивания клеток
анализировали на проточном цитофлуориметре
LSRFortessa, используя каналы «FITC» и
«PerCP�cy5�5 A».

Измерение содержания мРНК. Клетки ВхРС3
обрабатывали гормонами на фоне или в отсут�
ствие ингибиторов, как описано выше. Затем
тотальную РНК экстрагировали из лизирован�
ных клеток с использованием реагента TRIzol
(«Invitrogen»), после чего на ней синтезировали
кДНК с использованием набора для обратной
транскрипции ImProm�IITM Reverse Transcription
System («Promega», США), следуя инструкциям
производителя. Далее кДНК амплифицировали
с помощью ПЦР в реальном времени на прибо�
ре Applied Biosystems 7500 («Applied Biosystems»,
США) с использованием набора реагентов,
включающего интеркалирующие красители
SYBR Green I и ROX в соответствии с рекомен�
дациями производителя. Используемые для
ПЦР специфические праймеры приведены в
таблице в Приложении. Последовательности
праймеров были выбраны с помощью программ
Beacon Designer 7.51 (www.PremierBiosoft.com) и
Primer designing tool (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer�blast/) и синтезированы в
«Синтол». Уровень экспрессии мРНК изучае�
мых генов нормировали на уровень мРНК рефе�
ренсного гена («домашнего хозяйства») GAPDH
(глицеральдегид�3�фосфатдегидрогеназы), а за�
тем – на контрольный образец для относитель�
ного количественного определения с использо�
ванием метода ΔΔCt. Подробности описаны ра�
нее [34].

Иммуноблоттинг. В этих экспериментах
клетки ВхРС3 инкубировали с различными
концентрациями прогестерона и селективных
лигандов mPRs (0, 1, 5, 20 мкM) в течение
40 мин. Лизаты клеток готовили с помощью ре�
агента для лизиса клеток (CelLyticTM M, C2978,
«Sigma»), дополненного ингибитором протеаз и
фосфатаз (MS�SAFE Protease and Phosphatase
inhibitor, «Sigma»). Концентрацию белка опре�
деляли по методу Брэдфорд. Белки лизатов кле�

7   БИОХИМИЯ  том  86  вып.  11  2021

1705



ГОНЧАРОВ и др.

ток (20 мкг) разделяли электрофорезом в
SDS�полиакриламидном геле и переносили на
нитроцеллюлозные мембраны для блоттинга
(«GE Healthcare Life Sciences», Германия) в тече�
ние 1 ч. Затем мембраны обрабатывали в тече�
ние 1 ч блокирующим буфером – PBS, содержа�
щим 0,1% Tween 20 и 2% блокирующего агента
(ECL Advance Blocking Agent, «GE Healthcare
Life Sciences»), и инкубировали с первичными
антителами к фосфо�p38 MAPK (Thr180,
Tyr182), p38 MAPK, активированной JNK
(Thr183, Tyr185�дифосфорилированной JNK),
JNK или GAPDH в течение ночи при 4 °C. Пос�
ле этого мембраны промывали физиологичес�
ким раствором на основе Tris�буфера, содержа�
щим 0,1% Tween 20, и инкубировали с вторич�
ными антителами, конъюгированными с перок�
сидазой хрена («GE Healthcare Life Sciences»,
Великобритания) в течение 1 ч при комнатной
температуре, затем опять промывали. Сигналы
регистрировали с помощью реагента ECL
SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity
Substrate («Thermo Scientific») на приборе
ChemiDoc MP system («Bio�Rad», США).

Статистический анализ. Результаты измере�
ний представлены как среднее ± стандартное
отклонение. Для статистического анализа ис�
пользовали программу GraphPad Prism 6.01
(«GraphPad Software», США). Данные проана�
лизированы при помощи однофакторного дис�
персионного анализа (one�way ANOVA) с ис�
пользованием критерия Даннетта для множест�
венных сравнений (Dunnett’s multiple compar�
isons test). Различия считали достоверными при
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Выявление белков mPRs в клетках ВхРС3 с
помощью цитофлуориметрии с использованием
антител к внутреннему и С@концевым участкам ре@
цепторных белков αα, ββ и γγ субтипов. Для выявле�
ния mPRα были использованы первичные по�
ликлональные антитела (АТ) ab75508, вырабо�
танные к внутреннему домену этого белка; для
выявления mPRβ и mPRγ – АТ ab123693 и
ab79517, выработанные к С�концевым участкам
соответствующих субтипов рецепторов. При
проточной флуориметрии клеток ВхРС3 без
фиксации (рис. 1, а, б, в) мы наблюдаем пики
при совместной обработке (в центре) вторичны�
ми и первичными АТ к mPRα, β и γ (ab75508,
ab123693 и ab79517), аналогичные тем, что визу�
ализируются при обработке только вторичными
АТ (слева). Эти пики при совмещении практи�
чески сливаются (справа). Следовательно, пер�

вичные АТ не взаимодействуют с интактными
нефиксированными клетками. Как видно на
рис. 2 (а, б, в), при анализе с помощью проточ�
ной флуориметрии пики флуоресценции фик�
сированных 3,5%�ным параформальдегидом
клеток, обработанных первичными АТ к разным
субтипам mPRs с последующей обработкой вто�
ричными АТ, сдвинуты в область более интен�
сивной флуоресценции по сравнению с теми,
что характерны для клеток, обработанных толь�
ко вторичными АТ. Таким образом, после фик�
сации клеток первичные АТ получили доступ к
специфическим эпитопам, находящимся внут�
ри клетки во внутреннем участке белка mPRα
или на С�концевом участке белков mPR субти�
пов β и γ, следовательно, С�концевой домен
mPRs погружен внутрь клетки. Полученные в
этом эксперименте данные дополнительно
подтверждают результаты иммуноблоттинга [13]
касательно наличия белковых продуктов mPRs в
клетках ВхРС3.

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на жизнеспособность клеток ВхРС3 и
клеток LNCaP человека, взятых в качестве нега�
тивного контроля в связи с отсутствием в них
рецепторов прогестерона. По результатам
ХТТ�теста на клеточной линии ВхРС3 с макси�
мальным уровнем экспрессии mPRs через 72 ч
инкубации Р4 вызывал достоверное снижение
жизнеспособности клеток на 10% (р = 0,0431) и
45% (р < 0,0001) в концентрациях 5 и 20 мкМ
соответственно. Соединение LS�01 в тех же
концентрациях вызывало снижение жизнеспо�
собности клеток ВхРС3 на 7% и 15% соответ�
ственно (р < 0,0001). Соединение LS�02 досто�
верного эффекта не оказывало (рис. 3). Досто�
верного влияния изучаемых стероидов на жиз�
неспособность клеток LNCaP обнаружено не
было.

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на жизнеспособность клеточных линий
человека ВхРС3 и LNCaP в присутствии ингиби�
торов р38 МАРК и JNK. Рис. 4, а демонстрирует,
что по результатам ХТТ�теста действие Р4 и се�
лективных лигандов на подавление жизнеспо�
собности клеток ВхРС3 усиливалось в присут�
ствии ингибитора р38 МАРК, SB203580. Жиз�
неспособность клеток достоверно снижалась до
значений 78% (р = 0,0026), 65% (р < 0,0001) и
44% (р < 0,0001) от контроля под действием про�
гестерона в концентрациях 1, 5 и 20 мкМ соот�
ветственно и до 77% (р = 0,0043), 81%
(р = 0,0015) и 59% (р < 0,0001) соответственно
под действием соединения LS�01 в тех же кон�
центрациях. Стоит отметить, что соединение
LS�02, которое не влияло на пролиферативную
активность клеток ВхРС3, все же начинало
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действовать на фоне этого ингибитора, но толь�
ко в максимальной концентрации, 20 мкМ, сни�
жая жизнеспособность клеток до 64%
(р < 0,0001) от контроля. Противоположная кар�
тина наблюдалась на фоне ингибитора
SP600125, подавляющего активность JNK –
действие стероидов практически сводилось к
нулю (рис. 4, б), лишь максимальная концентра�
ция Р4 оказывала слабый эффект. Жизнеспо�
собность клеток LNCaP на фоне ингибиторов

достоверно не изменялась под действием про�
гестерона и соединений LS�01, LS�02 – также,
как и в отсутствие ингибиторов.

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на фрагментацию ДНК ядер клеток
ВхРС3 человека в отсутствие и в присутствии
ингибиторов киназ, SB203580 и SP600125. Клас�
сическим стандартом для определения апоптоза
в клетках является обнаружение в их ядрах
фрагментированной ДНК с помощью TUNEL�
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Рис. 1. Данные цитофлуориметрии клеток ВхРС3 без фиксации, обработанных либо только вторичными АТ (слева), либо
первичными АТ с последующей обработкой вторичными АТ (в центре); совмещение обоих пиков (справа). а – Первич�
ные АТ к mPRα, б – первичные АТ к mPRβ, в – первичные АТ к mPRγ
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теста. Мы изучили действие на этот параметр 3
стероидов в максимально используемой концен�
трации 20 мкМ через 72 ч инкубации в сравне�
нии с контролем без воздействия гормонов. Ре�
зультаты одного из 4 экспериментов приведены
на рис. 5. Можно видеть, что все 3 соединения
вызывают появление (или значительное увели�
чение) пика с высокой интенсивностью флуо�

ресценции, обусловленное взаимодействием
меченых антител с разрывами ДНК после вклю�
чения в них 5�бром�2′�дезоксиуридинов. Ре�
зультаты статистического обсчета всех 4 экспе�
риментов TUNEL�анализа показали, что в
контроле в среднем обнаруживается 5,5% кле�
ток в процессе апоптоза, в присутствии Р4 это
значение возрастает до 19% (р = 0,0012), соеди�
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Рис. 2. Данные цитофлуориметрии клеток ВхРС3 после фиксации 3,5%�ным параформальдегидом, обработанных либо
только вторичными АТ (слева), либо первичными с последующей обработкой вторичными АТ (в центре); совмещение
обоих пиков (справа). а – Первичные АТ к mPRα, б – первичные АТ к mPRβ, в – первичные АТ к mPRγ
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нения LS�01 – до 17,3% (р = 0,0043), соединения
LS�02 – до 12,5% (р = 0,0894).

В присутствии ингибитора р38 МАРК эф�
фекты стероидов на уровень фрагментации
ДНК клеток не отличались от контроля, а на
фоне ингибитора JNK сохранялись, но несколь�
ко ослабевали. В среднем на фоне ингибитора
SP600125 в контроле наблюдалось 4% клеток в
процессе апоптоза, в присутствии Р4 – 18,7%

(р = 0,0271), LS�01 – 14% (р = 0,1674), LS�02 –
7,3% (р = 0,8771).

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на экспонирование фосфатидилсерина
на наружной мембране клеток ВхРС3 человека и
на проницаемость их мембран для йодистого про�
пидия. Еще одним признаком апоптоза клеток
является экспонирование фосфолипида фосфа�
тидилсерина на их поверхности, обнаруживае�
мого по связыванию с меченым аннексином V
при проточной цитометрии. В нашем экспери�
менте параллельно с клетками, имеющими
признаки апоптоза, определяли некротические
клетки, мембраны которых становятся прони�
цаемы для йодистого пропидия. После 72 ч воз�
действия на клетки ВхРС3 прогестерона или
изучаемых стероидов LS�01 и LS�02 в макси�
мально используемой концентрации (20 мкМ)
мы не обнаружили достоверных различий меж�
ду контролем и образцами, инкубированными с
гормонами – ни в связывании клеток с меченым
аннексином V, ни в проницаемости их мембран
для йодистого пропидия. Также были проведе�
ны эксперименты по определению уровня свя�
зывания меченого аннексина V через 48 ч инку�
бации со стероидами в концентрации 20 мкМ.
Оказалось, что только соединение LS�02 досто�
верно увеличивало количество клеток, связыва�
ющих аннексин V, и тех, чьи мембраны стали
проницаемы для йодистого пропидия. При ста�
тистическом обсчете экспериментальных дан�
ных по проточной цитометрии клеток ВхРС3 в
контроле (рис. 6, а) и после инкубации в тече�
ние 48 ч с 20 мкМ соединения LS�02 (рис. 6, б)
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Рис. 3. Действие прогестерона (Р4) и соединений LS�01 и
LS�02 на жизнеспособность клеток ВхРС3, определяемую
с помощью ХТТ�теста. Статистическая значимость разли�
чий определена с применением one�way ANOVA и крите�
рия Даннетта для множественных сравнений, приведено
значение среднего ± стандартного отклонения по 4–5 не�
зависимым экспериментам. * Достоверные различия с
контролем, где р < 0,05

Рис. 4. Действие прогестерона (Р4) и соединений LS�01 и LS�02 на жизнеспособность клеток ВхРС3 на фоне ингибито�
ров киназ SB203580 (а) и SP600125 (б), определяемую с помощью ХТТ�теста. Статистическая значимость различий опре�
делена с помощью one�way ANOVA и критерия Даннетта для множественных сравнений, приведено значение средне�
го ± стандартного отклонения по 3 независимым экспериментам. * Достоверные различия с контролем, где р < 0,05
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наблюдалось увеличение пиков, характеризую�
щих число клеток, связавших аннексин V, в
1,3 раза (р = 0,0171) по сравнению с контролем;
пиков, характеризующих число клеток, погло�
тивших йодид пропидия – в 1,4 раза (р = 0,0545);
а также пиков, соответствующих клеткам, од�
новременно связывающим аннексин V и прони�
цаемых для йодида пропидия – в 1,5 раза
(р = 0,0304) от контрольных значений. Соедине�
ние LS�02 теряло активность на фоне обоих ин�
гибиторов, SB203580 и SP600125, как в области
своего действия на апоптотические изменения
мембран клеток ВхРС3, так и в модуляции про�
ницаемости мембран для йодистого пропидия.

Регуляция прогестероном и селективными ли@
гандами mPRs в клетках ВхРС3 экспрессии генов
факторов, связанных с процессами пролиферации
и апоптоза, как в отсутствие ингибиторов киназ,
так и на их фоне. Методом обратной транскрип�

ции и последующей ПЦР в реальном времени
было изучено действие трех стероидов в концен�
трациях 5 и 20 мкМ на уровень мРНК маркеров
пролиферации, Ki67, PCNA и циклина D1, а
также ингибиторов циклин�зависимых киназ,
р21 и р27, через 72 ч их инкубации с клетками
ВхРС3. В отсутствие ингибиторов киназ Р4
снижал содержание мРНК Ki67 в клетках в
среднем до 77% и 51% (р < 0,0001) от контроль�
ного уровня при концентрациях 5 и 20 мкМ со�
ответственно; мРНК циклина D1 – до 85% и
48% (р < 0,0001); мРНК PCNA – до 83% и 60%
(р < 0,0001); повышал уровень мРНК р21 в 1,2 и
2,3 раза (р < 0,0001) по сравнению с контролем
в концентрациях 5 и 20 мкМ соответственно.
Уровень мРНК р27 достоверно не изменялся
при 72�часовой инкубации ни с одним из трех
стероидов. Соединение LS�01 в концентрации
5 мкМ слабо действовало на экспрессию изуча�
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Рис. 5. Результаты одного из 4 повторов TUNEL�теста, демонстрирующие действие прогестерона, а также соединений
LS�01 и LS�02 на появление пика флуоресценции, соответствующего клеткам с фрагментированной ДНК. Верхний левый
график – контроль, верхний правый график – действие 20 мкМ прогестерона, левый нижний график – действие 20 мкМ
соединения LS�01 (I), правый нижний график – действие соединения LS�02 (II)
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Рис. 6. а – Графики и точечная диаграмма распределения клеток в контрольном эксперименте по связыванию меченого
аннексина V и поглощению йодистого пропидия; б – графики и точечная диаграмма распределения клеток под воздей�
ствием соединения LS�02 (II) в течение 48 ч в эксперименте по связыванию меченого аннексина V и поглощению йодис�
того пропидия

а

б
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емых генов. В концентрации 20 мкМ наиболее
сильный эффект, аналогичный прогестерону,
оно оказывало на содержание в клетках мРНК
циклина D1 и PCNA, снижая в среднем их уро�
вень до 63% (р < 0,0001) и 77% (р = 0,0998) от
контроля соответственно. Соединение LS�02 не
влияло на жизнеспособность клеток в ХТТ�тес�
те и не изменяло экспрессии изучаемых генов
факторов, связанных с пролиферацией. В при�
сутствии ингибитора р38 МАРК эффекты Р4 и
соединения LS�01 на экспрессию генов факто�
ров пролиферации нивелировались, за исклю�
чением гена, кодирующего белок Ki67. Такая же
ситуация с подавлением экспрессии кодирую�
щего Ki67 гена наблюдалась и на фоне ингиби�
тора JNK для прогестерона и соединения LS�01,
тогда как их эффекты на экспрессию трех дру�
гих генов тоже исчезали в присутствии
SP600125. Таким образом, уровни мРНК цик�
лина D1, PCNA, а также ингибитора циклин�
зависимых киназ р21 регулируются прогестина�
ми в этих клетках с участием не только
р38 МАРК, но и JNK, в то время как экспрессия
гена, кодирующего Ki67, подавляется ими через
другой сигнальный путь с не выявленным в на�
шем исследовании посредником.

В настоящей работе мы также изучали
действие Р4 и двух селективных лигандов mPRs
на экспрессию 12 генов факторов, связанных с
программируемой гибелью клеток путем апоп�
тоза. Определялся уровень мРНК каспаз 3, 8 и 9,
BAD, BAX, BCL2А1, DAPK, FAS, HRK, APAF1,
BIK и p53. В отсутствие ингибиторов Р4 и соеди�
нение LS�01 снижали уровень экспрессии двух
генов – BCL2А1 и BAX, причем достоверным бы�
ло только воздействие максимальных концент�
раций обоих стероидов на экспрессию BCL2А1.
Прогестерон в концентрациях 5 и 20 мкМ сни�
жал содержание мРНК антиапоптотического
фактора BCL2А1 в среднем до 75% и 28%
(р < 0,0001) от контрольных значений, а соеди�
нение LS�01 – до 67% и 35% (р < 0,0001) от конт�
роля соответственно. Все три изучаемых стерои�
да повышали уровень мРНК проапоптотическо�
го HRK, но только эффект максимально исполь�
зуемой концентрации соединения LS�02 был
достоверным в отсутствие ингибиторов киназ.
Р4 повышал содержание мРНК HRK в 1,3 и
1,7 раз в зависимости от концентрации; соеди�
нение LS�01 – в 1,5 раза; соединение LS�02 – в
1,6 и 2,7 раза (р < 0,0001) при концентрациях 5 и
20 мкМ соответственно. Также в концентрации
20 мкМ соединение LS�02 достоверно повышало
содержание мРНК каспазы 9 в 1,4 раза
(р = 0,0003) и DAPK – в 1,7 раз (р < 0,0001). Та�
ким образом, при действии соединения LS�02
повышалась экспрессия трех генов проапопто�

тических факторов, тогда как действие Р4 и сое�
динения LS�01 на уровни изучаемых мРНК, свя�
занных с апоптозом генов, было неоднозначно,
поскольку они подавляли экспрессию не только
BCL2А1, но и BAX. На фоне ингибитора
р38 МАРК проапоптотический эффект соедине�
ния LS�02 еще более усиливался. Наблюдался
подъем уровня мРНК каспазы 3 в среднем в
1,5 раза (р < 0,0001) при его концентрации в
20 мкМ, а подъем уровня мРНК каспазы 9 в
1,6 раз (р = 0,0006) происходил уже при концент�
рации 5 мкМ, в 1,7 раза (р < 0,0001) – при
20 мкМ; повышался уровень мРНК BAD в 1,4
(р = 0,0008) и 1,7 раза (р < 0,0001), а мРНК BAX –
в 1,5 (р = 0,0328) и 1,6 раз (р = 0,0053) при 5 и
20 мкМ стероида соответственно. Сохранялось
действие LS�02 на фоне ингибитора SB203580 на
усиление экспрессии гена HRK в 1,4 и 2,6 раз
(р = 0,0017), но пропадал стимулирующий эф�
фект на экспрессию гена DAPK. У Р4 и соедине�
ния LS�01 на фоне ингибитора р38 МАРК пол�
ностью исчезало подавляющее действие на
экспрессию гена BAX и несколько ослабевало
влияние прогестерона на уровень мРНК
BCL2А1. Как и соединение LS�02, на фоне
SB203580 два других стероида повышали уро�
вень мРНК BAD: прогестерон – в 1,1 и 1,4 раза
(р = 0,0038), а соединение LS�01 – в
1,5 (р = 0,0002) и 1,3 раза (р = 0,0162) в зависи�
мости от их концентраций. Ингибитор JNK не
оказывал никакого влияния на эффекты LS�02 в
отношении регуляции экспрессии генов факто�
ров апоптоза. Если соединение LS�02 действова�
ло в отсутствие ингибитора, то продолжало
действовать и в его присутствии; если же оно не
демонстрировало достоверной активности, то и
на фоне ингибитора JNK оставалось неактив�
ным. Также этот ингибитор не влиял на подавле�
ние прогестероном и соединением LS�01
экспрессии BCL2А1. На фоне SP600125, во�пер�
вых, исчезал эффект соединения LS�01 на по�
давление экспрессии гена BAX; во�вторых, в его
присутствии усиливались стимулирующие эф�
фекты Р4 и соединения LS�01 на уровень мРНК
HRK. Р4 повышал его в 1,2 и 3,1 раза (р < 0,0001)
по сравнению с контрольными значениями, со�
единение LS�01 – в 1,6 и 2,7 раз (р < 0,0001) вы�
ше контроля в зависимости от концентрации. Из
результатов этих экспериментов можно сделать
заключение, что участие JNK в регуляции подав�
ления пролиферативной активности клеток
ВхРС3 и регуляции экспрессии генов, с нею свя�
занных, является более значимым, чем ее пос�
редничество в регуляции экспрессии факторов
апоптоза и самого процесса программируемой
гибели клеток под действием изучаемых стерои�
дов. JNK – один из медиаторов сигнальных пу�
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тей, активируемых через mPRs прогестероном и
селективными лигандами этих рецепторов в
клетках ВхРС3. Посредниками их действия так�
же являются р38 МАРК и, по�видимому, еще ка�
кой�то не выявленный нами сигнальный каскад.

Прогестерон и селективные лиганды mPRs
стимулируют активирующее фосфорилирование
р38 МАРК и JNK. Изучение регуляции стерои�
дами процессов пролиферации клеток ВхРС3 и
их гибели путем апоптоза на фоне ингибиторов
SB203580 и SP600125 показало, что обе кина�
зы – р38 МАРК и JNK – могут быть медиатора�
ми сигнальных путей, активируемых через mPRs

и действующих на разные мишени внутри этих
клеток. Для подтверждения данного предполо�
жения мы изучили регуляцию фосфорилирова�
ния этих двух киназ под действием изучаемых
соединений, ведущее к повышению их актив�
ности. С помощью антител к фосфорилирован�
ным формам этих ферментов и к белкам вне за�
висимости от их фосфорилирования было пока�
зано, что все три стероида дозозависимо активи�
руют р38 МАРК и суммарно – все изоформы
JNK (рис. 7, 8).

На рисунке 7 приведены результаты анализа
вестерн�блоттинга фосфорилированных форм
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Рис. 7. Эффект прогестерона (Р4) на фосфорилирование JNK и р38 МАРК в клетках ВхРС3. а – Иммуноблоттинг лиза�
тов клеток ВхРС3, обработанных Р4 в концентрациях 1, 5 и 20 мкМ и ингибитором (инг.1) SB203580. На фотографии
представлены фосфорилированная форма (pJNK) и общая JNK, фосфорилированная форма (pP38) и общая р38 МАРК,
референсный белок (GAPDH). б – Денситометрический анализ результатов иммуноблоттинга: слева – соотношение фос�
форилированной формы р38 МАРК к тотальному белку р38 МАРК в лизатах клеток ВхРС3 в контроле и при действии
1, 5 и 20 мкМ прогестерона. Приведено значение среднего ± стандартного отклонения по 13 независимым экспериментам;
справа – отношение суммарного уровня фосфорилированных изоформ JNK к суммарному уровню всех изоформ JNK в
лизатах контрольных и обработанных 1, 5 и 20 мкМ прогестерона клеток ВхРС3. Приведено значение среднего ± станда�
ртного отклонения по 7 независимым экспериментам. Статистическая значимость различий определена с помощью one�
way ANOVA и критерия Даннетта для множественных сравнений. * Достоверные различия с контролем, где р < 0,05
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JNK и р38 МАРК при действии возрастающих
концентраций Р4. Фосфорилирование обеих
киназ усиливалось прогестероном. Также на ри�
сунке видно, что на фоне ингибитора р38 МАРК
фосфорилирование самой киназы р38 усилива�
ется. Это происходит, видимо, вследствие того,
что механизм действия ингибитора SB203580
заключается в блокировании связывания ATP в
соответствующем кармане фермента, при этом
он не ингибирует фосфорилирование р38
МАРК вышерасположенными в сигнальном
каскаде (upstream) киназами. В результате по
механизму отрицательной обратной связи
upstream киназы становятся значительно актив�
нее, пытаясь восстановить инактивированный
ингибитором фермент. Особый интерес пред�
ставляет неожиданное усиление фосфорилиро�
вания JNK на фоне этого ингибитора р38 МАРК
(рис. 7, а). По�видимому, в клетках ВхРС3 JNK
и р38 МАРК фосфорилируются общей upstream
киназой. Действие ингибитора SP600125 было
ожидаемым и приводило к снижению фосфори�
лирования JNK. На рис. 7, б представлены гис�
тограммы результатов статистического обсчета
денситометрического анализа данных вестерн�
блоттинга по фосфорилированию р38 МАРК (13
экспериментов) и фосфорилированию JNK (7
экспериментов) под действием 3 различных
концентраций прогестерона. Р4 в зависимости
от концентрации повышает активирующее фос�
форилирование р38 МАРК в среднем в 1,5; 2,1 и
2,7 раза (р = 0,013), JNK – в 1,1; 1,4 и 2 раза
(р = 0,043) для всех изоформ суммарно.

С соединениями LS�01 и LS�02 было прове�
дено по 3 независимых эксперимента. Их ре�

зультаты показали, что под действием LS�01
фосфорилирование р38 МАРК повышается в
среднем в 1,7–2 раза, фосфорилирование сум�
марно всех изоформ JNK повышается в среднем
в 1,1; 1,3 и 1,6 раз в зависимости от концентра�
ции; под действием LS�02 фосфорилирование
р38 МАРК повышается в среднем в 1,3; 2,4 и
2,5 раза, фосфорилирование суммарно всех изо�
форм JNK повышается в среднем в 2,0–2,2 раза
(рис. 8, а, б). Таким образом, Р4 и селективные
лиганды, изучаемые в данной работе, активируя
mPRs в клетках ВхРС3, запускают сигнальные
каскады с участием как р38 МАРК, так и JNK,
действующие на разные конкретные мишени в
этих клетках.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе впервые было изучено
действие селективных лигандов mPRs в сравне�
нии с прогестероном на пролиферативную ак�
тивность и программируемую гибель клеток пу�
тем апоптоза и некроза. Главной целью было
исследование роли mPRs в этих процессах, ко�
торая пока еще слабо изучена в опухолевых
клетках.

Ранее было показано, что уровень мРНК
mPRs в клетках ВхРС3 аденокарциномы подже�
лудочной железы человека наиболее высок сре�
ди всех изученных линий опухолевых клеток че�
ловека и составляет для субтипа α 270%, β – 27%
и γ –283% от уровня мРНК GAPDH, при этом
мРНК nPRs в этих клетках практически не об�
наруживается [13]. В клетках LNCaP аденокар�
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Рис. 8. Эффект соединения LS�01 (а) и LS�02 (б) на фосфорилирование JNK и р38 МАРК в клетках ВхРС3. Иммуноблот�
тинг лизатов клеток ВхРС3, обработанных соединением LS�01 или LS�02 в концентрациях 1, 5 и 20 мкМ. На фотографии
представлены фосфорилированная форма (pJNK) и общая JNK, фосфорилированная форма (pP38) и общая р38 МАРК,
а также референсный белок (GAPDH)
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циномы предстательной железы, наоборот, со�
держание мРНК mPRs было очень низким: для
субтипов α и γ – менее 1%, для β – 2% от уровня
мРНК GAPDH, в то время как nPRs также не
были обнаружены. Таким образом, это послу�
жило причиной выбора данной клеточной ли�
нии в качестве негативного контроля в наших
экспериментах. Изучение белкового состава ре�
цепторов прогестерона методом иммуноблот�
тинга подтвердило ранее сделанные выводы,
продемонстрировав наличие в клетках ВхРС3
всех трех субтипов mPRs и отсутствие nPRs [13].
В данной работе мы еще одним методом под�
твердили экспрессию мембранных рецепторов
прогестерона в этих клетках, определив вместе с
этим топологию С�концевого участка указанных
белков. Ранее с использованием биоинформа�
тических алгоритмов было предсказано внекле�
точное расположение С�конца mPRs [29]. Такая
прогнозируемая топология затрудняла объясне�
ние фактов, свидетельствующих о функциони�
ровании некоторых субтипов mPRs как рецеп�
торов, сопряженных с G�белками (GPCRs)
[24, 27, 28]. Топологию разных субтипов этих ре�
цепторов исследовали в ряде работ, однако пол�
ного единства мнений по этому вопросу достиг�
нуто не было [17, 27, 31]. Так, в клетках СНО
после транзиентной трансфекции экспрессиро�
ванные mPRs имели внутриклеточный N�конец
и внеклеточный C�конец, то есть топологию,
аналогичную топологии рецепторов адипонек�
тина и «противоположную» GPCRs [30]. В на�
шей работе целые нефиксированные клетки
ВхРС3 не взаимодействовали с АТ к С�концу
mPRβ и γ, так же, как и с АТ к внутриклеточно�
му домену mPRα (рис. 1, а, б, в). Очевидно, дан�
ные эпитопы находятся не на наружной поверх�
ности мембран. При фиксации клеток ситуация
изменилась, в данных условиях АТ связывались
со ставшими доступными внутриклеточными
фрагментами mPRs, и пики флуоресценции
сдвинулись в область яркого свечения
(рис. 2, а, б, в). Таким образом, было показано,
что С�концевой фрагмент всех трех белков mPRs
имеет внутриклеточное расположение. Наши
результаты на клетках ВхРС3 подтверждают
данные, полученные другими исследователями
для mPRα в трансфицированных клетках MDA�
MB�231 и для mPRβ – в нейрональных клетках
линии PC12 [17, 27].

Мы использовали клетки ВхРС3 с макси�
мальным уровнем экспрессии mPRs и клетки
LNCaP с крайне низким их содержанием как
негативный контроль для изучения влияния Р4
и селективных лигандов на пролиферативную
активность этих клеток. Инкубация с тремя
концентрациями изучаемых стероидов прово�

дилась в течение 72 ч. Время было выбрано по
результатам предыдущего исследования, в кото�
ром наблюдались изменения жизнеспособности
клеток под действием Р4 в зависимости от вре�
мени инкубации с гормоном [13]. Как видно из
результатов ХТТ�теста, на клетки с высоким
уровнем mPRs ингибирующее действие оказы�
вали Р4 и один из селективных лигандов – сое�
динение LS�01 (рис. 3). На жизнеспособность
клеток LNCaP статистически достоверного эф�
фекта стероидов обнаружено не было. В клетках
ВхРС3 мишенями действия прогестерона среди
изучаемых в нашей работе оказались гены бел�
ков Ki67, циклина D1, PCNA, а также ингибито�
ра циклин�зависимых киназ р21. Через регуля�
цию их экспрессии P4 может влиять на процесс
пролиферации. Соединение LS�01 действовало
слабее, наиболее значительный эффект оно ока�
зывало на экспрессию гена циклина D1. Соеди�
нение LS�02 не влияло ни на жизнеспособность
клеток ВхРС3, ни на экспрессию генов факто�
ров, связанных с пролиферацией.

Действие Р4 и селективных лигандов на раз�
ные стадии программируемой гибели клеток
значительно различалось. Через 48 ч инкубации
со стероидами статистически значимое дей�
ствие на стадии гибели клеток ВхРС3, связан�
ные с изменениями мембран, оказало только
соединение LS�02 (рис. 6). Под действием этого
стероида достоверно увеличивалось количество
клеток с измененными мембранами, экспони�
рующими фосфатидилсерин, также повыша�
лось число некротических клеток. Через 72 ч
воздействия данный эффект этого соединения
нивелировался до контрольного уровня. На дру�
гие стадии апоптоза, связанные с фрагментаци�
ей ДНК клеток, через 72 ч воздействия эффект
оказывали все три стероида (рис. 5), причем Р4
и LS�01 были наиболее эффективны, в то время
как LS�02 действовало на этот процесс несколь�
ко слабее. Выявленной мишенью в регуляции
апоптоза для прогестерона и соединения LS�01
является ген белка BCL2А1, экспрессия которо�
го подавляется этими стероидами. Для соедине�
ния LS�02 показано, что его действие приводит
к повышению уровня мРНК HRK, каспазы 9 и
DAPK, стимулируя таким образом процесс
апоптоза в клетках ВхРС3.

Изучение влияния стероидов на активирую�
щее фосфорилирование р38 МАРК и JNK пока�
зало, что все три соединения стимулируют ак�
тивность этих киназ, следовательно, оба фер�
мента являются посредниками в действии этих
соединений – в зависимости от направленности
эффекта (рис. 7, 8). При проверке действия ин�
гибиторов на фосфорилирование мишеней их
действия, р38 МАРК и JNK, эффект ингибитора



SP600125 был ожидаемым, а эффект SB203580 в
этих клетках оказался двойственным (рис. 7, а).
Оказалось, что ингибитор SB203580 не только
инактивировал объект своего действия,
р38 МАРК, но также приводил к значительному
усилению фосфорилирования JNK, повышая ее
активность. Происходило это, видимо, по при�
чине того, что ингибирующее действие
SB203580 не связано с блокированием фосфо�
рилирования р38 МАРК upstream киназами. В
результате эти киназы, пытаясь восстановить
активность одной своей мишени, вместо этого
активировали другой фермент. Согласно неко�
торым данным литературы, в ряде клеток
р38 МАРК и JNK активируются киназой
МКК4 [35]. В результате такого двойственного
действия в ряде случаев оказалось затруднитель�
ным определить причины изменений, происхо�
дящих при действии стероидов на фоне ингиби�
торов.

Изучение участия сигнальных каскадов
р38 МАРК и JNK в действии прогестинов на ис�
следуемые процессы с использованием ингиби�
торов выявило факт посредничества JNK в ин�
гибирующем действии прогестерона и соедине�
ния LS�01 на пролиферативную активность кле�
ток ВхРС3. На фоне ингибитора JNK действие
Р4 существенно ослабевало, а действие соедине�
ния LS�01 исчезало полностью. На фоне инги�
битора р38 МАРК действие изучаемых соедине�
ний усиливалось, вероятно, вследствие неожи�
данного эффекта этого ингибитора на усиление
активности JNK, что также подтверждает ее
участие в подавлении жизнеспособности клеток
ВхРС3 (рис. 4). В клетках LNCaP стероиды не
оказывали действия на пролиферацию ни в от�
сутствие ингибиторов, ни в их присутствии. В
регуляции прогестероном и соединением LS�01
экспрессии генов, связанных с факторами про�
лиферации, такими как PCNA, циклин D1, а
также ингибитор циклин�зависимых киназ р21,
необходимо участие как JNK, так и р38 МАРК.
Регуляция же экспрессии гена, кодирующего
Ki67, опосредуется не идентифицированным в
данной работе сигнальным каскадом.

В эффекте Р4 и селективных лигандов mPRs
на усиление фрагментации ДНК клеток ВхРС3
главным посредником сигнального каскада яв�
ляется р38 МАРК. На фоне ингибитора
р38 МАРК действие соединений полностью
сводится к нулю. Возможно, некоторую роль в
этом процессе играет и JNK, но ингибирование
ее активности лишь незначительно ослабляет
эффекты стероидов. Изучение регуляции
экспрессии генов факторов апоптоза под
действием Р4, LS�01 и LS�02 на фоне ингибито�
ров киназ показало, что JNK практически не

участвует в этом процессе, тогда как р38 МАРК
опосредует некоторые эффекты. Именно через
р38 МАРК прогестерон снижает содержание
мРНК BCL2А1, соединение LS�01 регулирует
экспрессию гена ВАХ, а соединение LS�02 повы�
шает уровень мРНК DAPK. Единственный эф�
фект ингибитора JNK в рассматриваемых про�
цессах заключался в дополнительной стимуля�
ции экспрессии гена HRK в его присутствии под
действием Р4 и LS�01.

В заключение можно отметить, что Р4 и сое�
динение LS�01 действуют практически на все
изучаемые процессы схожим образом. Иногда
эффекты LS�01 оказываются слабее по сравне�
нию с эффектами природного гормона – это
можно объяснить более низким сродством этого
соединения к mPRs в сравнении с прогестеро�
ном. Наиболее выражено влияние этих двух сте�
роидов на процессы пролиферации и на стадии
апоптоза, связанные с фрагментацией ДНК. Со�
единение LS�02 практически не влияет на жиз�
неспособность клеток, однако проявляет более
активное действие на апоптотические измене�
ния клеток, связанные с экспонированием фос�
фатидилсерина на наружной мембране клеток;
оно также имеет другой спектр мишеней регуля�
ции экспрессии генов. Возможно, это связано с
некими временны′ ми параметрами активации
рецепторов и/или сигнальных каскадов, а также
с различающимся сродством этих стероидов к
конкретным субтипам mPRs, α, β и γ, которое
пока не изучено детально. Существенные разли�
чия в действии Р4 и LS�01 от LS�02 можно объ�
яснить разницей в их пространственной струк�
туре. Соединение LS�02 представляет собой
Δ3�5β�прегнановый лиганд с цис�сочленением
колец A и B и непланарной конформацией сте�
роидного скаффолда, в отличие от соединения
LS�01, представляющего собой 19�гидроксиза�
мещенный 3�дезоксопрогестерон, близкий по
конформации к прогестерону.

Применение селективных лигандов позво�
ляет понять механизмы функционирования
mPRs в опухолевых клетках, их роль в канцеро�
генезе и росте опухолевых тканей. Р4 и селек�
тивные лиганды mPRs оказывают цитотокси�
ческое действие на клетки ВхРС3 аденокарци�
номы поджелудочной железы человека. Эти ре�
зультаты позволяют предполагать, что mPRs яв�
ляются перспективными мишенями при проти�
воопухолевой терапии ряда тканей. Селектив�
ные лиганды этих рецепторов могут служить ос�
новой для разработки новых лекарственных
средств, оказывающих избирательные эффекты
через конкретный тип рецепторов и не влияю�
щих на другие функции организма, опосредуе�
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мые nPRs и тесно связанные с регуляцией поло�
вых циклов и процессами репродукции.
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CYTOTOXIC EFFECTS OF THE SELECTIVE LIGANDS
OF MEMBRANE PROGESTERONE RECEPTORS

IN HUMAN PANCREATIC ADENOCARCINOMA CELLS BxPC3

A. I. Goncharov1, I. S. Levina2, V. L. Shliapina1, I. A. Morozov3, P. M. Rubtsov3,
I. V. Zavarzin2, O. V. Smirnova1, and T. A. Shchelkunova1*

1 Lomonosov Moscow State University, Biological Faculty, 119991 Moscow, Russia; E'mail: Schelkunova't@mail.ru
2 Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 119991 Moscow, Russia

3 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, 119991 Moscow, Russia

Progesterone and its synthetic analogues act on cells through different types of receptors, affecting proliferation and
apoptosis. These compounds exert their effect through the nuclear receptors and the insufficiently studied membrane
progesterone receptors (mPRs) belonging to the progestin and adiponectin Q receptor (PAQR) family. We have iden�
tified two selective ligands of mPRs that activate only this type of progesterone receptors – 19�hydroxypregn�4�en�
20�one (LS�01) and 19�hydroxy�5β�pregn�3�en�20�one (LS�02). The goal of this work is to study the effect of these
compounds on proliferation and death of human pancreatic adenocarcinoma cells BxPC3 and involvement of the two
kinases (p38 MAPK and JNK) in signaling pathways activated by progestins through mPRs. It was shown that prog�
esterone and the compound LS�01 significantly (p < 0.05) inhibited the BxPC3 cell viability, with JNK serving as a
mediator. The identified targets of these two steroids are the genes of the proteins Ki67, cyclin D1, PCNA, and p21.
Progesterone and the compound LS�01 significantly (p < 0.05) stimulate DNA fragmentation, enhancing the cell
death. The p38 mitogen�activated protein kinase (MAPK) is a key mediator of this process. The BCL2A1 protein gene
was identified as a target of both steroids. The compound LS�02 significantly (p < 0.05) alters membrane permeabil�
ity and changes the exposure of phosphatidylserine on the outer membrane leaflet, also enhancing the cell death. This
compound acts on these processes by activating both kinases, JNK and p38 MAPK. The compound LS�02 targets the
genes encoding the proteins HRK, caspase 9, and DAPK.

Keywords: progesterone, selective ligands, proliferation, apoptosis, expression, nuclear receptor, membrane proges�
terone receptors
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Гены EGFR, BRAF, PIK3CA и KRAS играют важную роль в молекулярном пути EGFR и при раке часто несут
активирующие диагностические мутации, предсказывающие ответ на многие таргетные терапевтические
препараты. Тем не менее связь между этими мутациями и особенностями генной экспрессии систематичес"
ки не изучалась. Мы исследовали такие связи тремя способами. Во"первых, исследовали экспрессию этих
генов в опухолях в зависимости от наличия мутаций с использованием базы данных профилей РНК"секве"
нирования проекта The Cancer Genome Atlas (n = 3660). Во"вторых, сравнили мутационный статус с уров"
нем активации молекулярного пути EGFR. В"третьих, сопоставили мутационный статус с расчетным уров"
нем экспрессии транскрипционной подписи, полученной из дифференциально экспрессируемых генов пу"
ти EGFR между опухолями, мутантными и референсными по данным генам. Активация пути EGFR оказа"
лась связана с мутациями генов BRAF (рак щитовидной железы, меланома) и PIK3CA (рак молочной желе"
зы). Было показано, что уровни экспрессии генных подписей связаны с мутациями в BRAF (рак щитовид"
ной железы, меланома), EGFR (плоскоклеточный рак легкого), KRAS (колоректальный рак), PIK3CA (рак
молочной железы), однако приемлемый биомаркерный потенциал со значением AUC > 0,7 (0,809) мы на"
блюдали лишь для подписи гена BRAF при раке щитовидной железы. Эта подпись была затем проверена на
независимом наборе литературных данных (n = 127, свежезамороженные образцы, AUC 0,912), а также на
экспериментальном наборе данных, полученном в Эндокринологическом научном центре г. Москвы
(n = 42, образцы парафинизированной ткани, AUC 0,822). Полученные данные показывают, что профили
генной экспрессии могут использоваться для надежной детекции мутации BRAF V600E при папиллярном
подтипе рака щитовидной железы. Результаты демонстрируют применимость количественного анализа ген"
ной экспрессии для четкого определения статуса образца по драйверным онкогенным мутациям.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: мутации, EGFR, BRAF V600E, транскриптомный биомаркер, РНК"секвенирование,
папиллярный рак щитовидной железы.

DOI: 10.31857/S0320972521110099

ОСНОВАННЫЕ НА МОЛЕКУЛЯРНОМ ПУТИ EGFR
ГЕННЫЕ ПОДПИСИ КЛИНИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫХ МУТАЦИЙ

ПРИ РАКЕ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ, ЛЕГКИХ,
ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ И ПРИ МЕЛАНОМЕ
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А. Гаража2, А. Дробышев3, А. Моисеев3, П. Румянцев5, З. Ли6, А. Буздин1,2,3,7*

ВВЕДЕНИЕ

Гены EGFR, BRAF, PIK3CA и KRAS играют
важную роль в сигнальном пути EGFR [1], в ко"
тором рецепторная тирозинкиназа EGFR явля"

ется первичным получателем сигнала, а продук"
ты остальных генов – его нижестоящими пере"
датчиками и регуляторами. Активирующие му"
тации в этих генах связаны с ответом на таргет"
ные препараты гефитиниб/панитумумаб/эрло"

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АЛ – аденокарцинома легких; КРР – колоректальный рак; МКРЛ – мелкоклеточный рак
легкого; РМЖ – рак молочной железы; РЩЖ – рак щитовидной железы; WT – дикий тип.

* Адресат для корреспонденции.
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тиниб/цетуксимаб, алпелисиб, дабрафениб/ве"
мурафениб (табл. 1). Так, активирующие мута"
ции в гене EGFR являются предпосылкой для
эффективного применения некоторых ингиби"
торов EGFR [2]. В свою очередь, активирующие
мутации в генах нижестоящих передатчиков
сигнала свидетельствуют о потенциально низ"
кой эффективности EGFR"направленной тера"
пии [3]. Например, для гена BRAF наиболее час"
той активирующей мутацией является
BRAF V600E [4], которая часто встречается при ме"
ланоме (~ 35–50% случаев [5]) и при папилляр"
ном раке щитовидной железы (~ 51% [6]). По"
мимо блокаторов EGFR, были разработаны так"
же специфические ингибиторы мутантной фор"
мы серин"треониновой киназы BRAF [7] и фос"
фоинозитид"3"киназы PIK3CA [8]. На графе
молекулярного пути EGFR белки PIK3CA и
BRAF расположены как нижележащие передат"
чики сигнала относительно представителей се"
мейства RAS [9] и, следовательно, они могут
быть эффективны даже в опухолях с мутирован"
ными RAS"белками.

С другой стороны, профили экспрессии раз"
личных молекул РНК оказались эффективными
маркерами чувствительности опухоли к таргет"
ным терапевтическим препаратам, согласно
данным микрочипового профилирования [19] и
РНК"секвенирования (RNA"seq) [20]. Профили
РНК"секвенирования могут служить альтерна"
тивой иммуногистохимии в отдельных опухолях
и могут служить маркерами ответа на таргетные
препараты [21]. Кроме того, в качестве биомар"
керов нового поколения могут быть использова"
ны относительные уровни активации молеку"
лярных путей, рассчитанные с использованием
широкомасштабных данных генной экспрес"
сии [22] для алгоритмической оценки эффектив"
ности противораковых препаратов [23]. Агрега"
ция отдельных генов в пути или подписи приво"
дит к более надежным результатам экспрессион"
ного профилирования, что было предсказано тео"
ретически [24] и доказано на эксперименталь"
ном материале опухолевых тканей [25].

Упомянутые выше результаты позволяют
рассматривать анализ данных профилирования
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Официальное
название

Цетуксимаб

Панитумумаб

Афатиниб

Гефитиниб

Эрлотиниб

Дакомитиниб

Осимертиниб

Дабрафениб

Вемурафениб

Алпелисиб +
фулвестрант

Алпелисиб

Таблица 1. Одобренные для клинического использования таргетные противоопухолевые препараты, для которых известны
диагностические активирующие мутации в генах EGFR, BRAF, PIK3CA и KRAS

Ссылки

[10, 11]

[10]

[12]

[13]

[12]

[12]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

Сопутствующие биомаркеры

дикий тип KRAS, NRAS, BRAF (для КРР)

дикий тип KRAS, NRAS, BRAF

активирующие мутации в EGFR (для РЛ): делеции
экзона 19 или мутации экзона 21, L858R (для РЛ)

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R (для АЛ)

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R

активирующие мутации в EGFR: делеции экзона 19
или мутации экзона 21, L858R, также мутация
T790M; но нет мутации экзона 20 C797S

активирующая мутация в BRAF: V600E

активирующая мутация в BRAF: V600E

активирующая мутация в BRAF: V600E

активирующие мутации в PIK3CA: экзон 7 C420R;
экзон 9 E542K, E545A, E545D (только 1635G>T),
E545G, E545K, Q546E, Q546R; экзон 20 H1047L,
H1047R, H1047Y

Одобрены для видов рака

колоректальный рак, рак головы и шеи

колоректальный рак

рак легких, рак молочной железы

рак легких

рак легких, панкреатический рак

рак легких

рак легких

рак легких, рак щитовидной железы

меланома

рак щитовидной железы, папиллярный
подтип

рак молочной железы

Примечание. АЛ – аденокарцинома легкого, РК – рак легкого, КРР – колоректальный рак.
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РНК как новый перспективный подход в кли"
нической онкологии, который в будущем смо"
жет улучшить или заменить некоторые из ны"
нешних диагностических методов [26]. Поэтому
представляется важным также получить воз"
можность идентифицировать клинически зна"
чимые мутации на основании данных генной
экспрессии. Такие экспрессионные подписи
действительно были реконструированы для не"
которых мутаций, например, для амплифика"
ции гена транскрипционного фактора MYCN в
нейробластоме [27], однако же эта задача оста"
ется в значительной степени нерешенной для
активирующих мутаций генов BRAF, PIK3CA,
EGFR и KRAS.

В настоящей работе мы исследовали тран"
скрипционную проекцию мутаций BRAF,
PIK3CA, EGFR и KRAS тремя способами. Во"пер"
вых, сравнивали экспрессию самих этих генов в
опухолях, где они мутированы или имеют статус
дикого типа. Сравнение проводили с использо"
ванием базы данных проекта The Cancer Gene
Atlas (TCGA), n = 3660. Во"вторых, мутантный
статус по каждому из генов сопоставляли с уров"
нем активации пути EGFR. В"третьих, мутации
ассоциировали с генными подписями, получен"
ными из наборов дифференциально экспресси"
рующихся генов пути EGFR между опухолями с
мутантным статусом и статусом дикого типа.

Мы обнаружили, что мутации гена EGFR бы"
ли связаны с повышенной экспрессией этого ге"
на в аденокарциноме легкого (АЛ, p = 0,021), но
не при плоскоклеточном раке легкого (ПКРЛ).
Мутации KRAS были связаны с его транскрип"
ционной активацией при колоректальном раке
(КРР, p = 4 × 10−6), а мутация BRAF была связана
с его повышенной экспрессией в меланоме
(p = 1 × 10−7). Активация молекулярного пути
EGFR была связана с мутациями BRAF при раке
щитовидной железы (РЩЖ, p = 1 × 10−8), при
меланоме (p = 0,006), а также с мутациями
PIK3CA при раке молочной железы (РМЖ,
p = 2 × 10−5). С другой стороны, генные экспрес"
сионные подписи оказались статистически зна"
чимо связаны с мутациями BRAF при РЩЖ
(p < 1 × 10−8) и при меланоме (p < 1 × 10−8), с му"
тациями EGFR для МКРЛ (p = 2 × 10−4), с мута"
циями KRAS при КРР (p = 1 × 10−8) и с мутация"
ми PIK3CA при РМЖ (p = 1 × 10−9). Однако же
большинство этих показателей имеют недоста"
точно сильный биомаркерный потенциал, что
отражается в значениях ROC AUC (receiver oper"
ating characteristic, area under curve) < 0,7. Только
лишь для подписи гена BRAF при РЩЖ был за"
фиксирован высокий биомаркерный потенциал
со значением AUC, равным 0,809. Эту подпись
мы проверили на независимом наборе литера"

турных данных из работы Yoo et al. [28] (n = 127,
AUC 0,912, свежезамороженные образцы) и на"
боре экспериментальных данных, полученных в
Федеральном государственном бюджетном уч"
реждении «Национальный медицинский иссле"
довательский центр эндокринологии» Мини"
стерства здравоохранения Российской Федера"
ции (Москва, РФ; далее в тексте – ЭНЦ) (n = 42,
AUC 0,822, FFPE"образцы). Полученные нами
данные свидетельствуют, что профили РНК"
секвенирования могут быть использованы для
надежной идентификации BRAF V600E при раке
щитовидной железы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные клинические образцы биоJ
материала. Исследование проводилось в соотве"
тствии с этическими принципами Хельсинк"
ской декларации. Ретроспективные биологичес"
кие образцы были получены от пациентов с ди"
агностированной первичной опухолью щито"
видной железы, перенесших операцию в ЭНЦ.
От всех пациентов или их законных представи"
телей было получено письменное информиро"
ванное согласие на участие в исследовании.
Процедура получения письменного информи"
рованного согласия и дизайн исследования бы"
ли одобрены локальным этическим комитетом
ЭНЦ под председательством Е.Н. Андреевой.
Для всех пациентов было получено согласие на
публикацию информации о поле, возрасте, гис"
тологическом типе опухоли, диагнозе и молеку"
лярных данных, включая данные РНК"секвени"
рования, статусе мутации BRAF, но не о данных
полногеномного или полноэкзомного секвени"
рования.

Биопрепараты представляли собой фикси"
рованные в формалине парафинизированные
(FFPE) блоки опухолевой ткани, которые были
исследованы патологом для определения гисто"
логического типа и оценки доли опухолевых
клеток. В этом исследовании использовались
только блоки FFPE, содержащие не менее 60%
опухолевых клеток. В общей сложности для
дальнейшего молекулярного скрининга было
получено 42 образца папиллярного типа рака
щитовидной железы, отвечающих вышеуказан"
ным критериям. Клинические аннотации опу"
холевых образцов приведены в таблице в При"
ложении к статье.

Оценка статуса мутации BRAF V600E. Статус му"
тации BRAF V600E определяли с помощью аллель"
специфической ПЦР с флуоресцентным зондом
с двойной меткой согласно протоколу, опубли"
кованному в работе [29]. Условия амплифика"
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ции: начальная денатурация при 95 °С в течение
2 мин, затем 50 циклов по следующей програм"
ме – денатурация (94 °С, 10 с), отжиг и элонга"
ция (60 °С, 15 с). Статус мутации считали поло"
жительным, если содержание мутантного алле"
ля составляло 3% и более от содержания аллеля
дикого типа.

Подготовка транскриптомных библиотек и
РНКJсеквенирование. Библиотеки РНК были
созданы, отсеквенированы и первично проана"
лизированы согласно протоколам, ранее ис"
пользованным для создания Атласа профилей
РНК"секвенирования нормальных тканей чело"
века [30]. Выделение РНК проводили с исполь"
зованием набора RecoverAll™ Total Nucleic Acid
Isolation Kit («Invitrogen», США), а длину выде"
ленной РНК (RIN) измеряли с помощью био"
анализатора Agilent 2100 («Agilent», США). Кон"
центрацию РНК измеряли с помощью набора
Qubit RNA Assay Kit («Thermo Fisher Scientific»,
США). Рибосомную РНК удаляли с использова"
нием набора KAPA RNA Hyper Kit with
RiboErase («Roche», Швейцария). Концентра"
ции библиотек и распределение длин амплифи"
цированных кДНК измеряли с помощью набора
Qubit dsDNA HS Assay kit («Life Technologies»,
США) и Agilent TapeStation («Agilent») соответ"
ственно. Образцы секвенировали с использова"
нием прибора Illumina HiSeq 3000 по протоколу
для одноконцевых прочтений со средней дли"
ной 50 п.н. с глубиной прочтения около 30 мил"
лионов на образец. Первичную проверку каче"
ства данных отсеквенированных библиотек
проводили с помощью программы Illumina SAV.
Демультиплексирование производили с исполь"
зованием программы Illumina Bcl2fastq2 v2.17
согласно публикации [30].

Обработка данных РНКJсеквенирования.
Полученные прочтения РНК"секвенирования
в формате файлов FASTQ обрабатывали с по"
мощью программы STAR aligner [31] в режиме
GeneCounts с использованием аннотации
транскриптома человека Ensembl (сборка
GRCh38, аннотация GRCh38.89). Идентифи"
каторы генов Ensembl были преобразованы в
названия генов согласно номенклатуре HGNC
в соответствии с версией от 16 апреля 2021
(https://www.genenames.org). Уровни генной
экспрессии были установлены для 36 596 анно"
тированных генов с HGNC"идентификаторами.
Контроль качества полученных данных секве"
нирования проводили с использованием прог"
раммы NCBI MAGIC [32]. Затем уровни прочте"
ний индивидуальных генов были нормализова"
ны с помощью метода квантильной нормализа"
ции [33]. Анализ дифференциальной экспрес"
сии выполняли с использованием исходных

уровней генной экспрессии при помощи про"
граммы DESeq2, визуализацию данных прово"
дили с помощью пакета EnhancedVolcano R.

Литературные транскриптомные данные с анJ
нотацией мутационного статуса. Мы использова"
ли транскриптомные данные, для которых так"
же имелась аннотация мутационного статуса,
полученные на открытом портале проекта
TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov/) [34]. Всего
был проанализирован 491 образец РЩЖ, из ко"
торых 42,4% опухолей имели мутацию
BRAF V600E; 548 образцов меланомы, из которых
27,6% имели мутацию BRAF V600E; 579 образцов
КРР, из которых 37,1% имели мутацию KRAS;
1005 образцов РЛ, из которых 10,5% имели мута"
цию EGFR; 1037 образцов РМЖ, из которых
16,0% имели мутацию PIK3CA.

Для валидационных исследований исполь"
зовали другой открытый набор данных РНК"
секвенирования с аннотированным статусом
мутации BRAF V600E для образцов папиллярного
РЩЖ, ранее опубликованный в работе
Yoo et al. [28].

Аннотация молекулярного пути EGFR и оценка
уровня его активации. В этом исследовании мы
использовали две альтернативно аннотирован"
ные версии пути EGFR: «biocarta_egf_signal"
ing_Main_Pathway» из базы данных Biocarta вер"
сии 1.2 [35] и «EGF_Pathway» из базы данных
Qiagen Pathway Central [36]. Алгоритмически
проиндексированные аннотации молекулярных
функций для узлов пути были взяты из ранее
опубликованных нами данных молекулярных
путей [36]. Уровни активации молекулярных пу"
тей (PAL, Pathway activation levels) рассчитывали
с помощью биоинформатической платформы
Онкобокс (https://oncobox.com/ru/) [37].

Конструирование и оценка эффективности
генных подписей. Генные подписи были скон"
струированы с использованием данных TCGA
независимо для каждого типа рака на основе
дифференциально экспрессируемых генов, от"
носящихся к молекулярному пути EGFR в каж"
дой из версий. Генные подписи оценивали по
формуле:

, 

где GSS – это оценка значения генной подписи,
n – общее число генов в подписи, wi и gi – дво"
ичный логарифм отношения уровня экспрессии
в образце и в контрольной группе и уровень
экспрессии данного гена, включенного в под"
пись, соответственно. Таким образом, сконстру"
ированные генные подписи представляют собой
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взвешенное среднее арифметическое экспрес"
сии генов, включенных в соответствующую ген"
ную подпись.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Анализ ассоциаций между мутациями и осоJ
бенностями транскриптома. Путь EGFR играет
решающую роль в развитии различных солид"
ных опухолей, включая НМРЛ, РМЖ, РЩЖ и
некоторые другие [13]. В настоящем исследова"
нии мы ставили своей целью обнаружение спе"
цифических транскриптомных особенностей,
связанных с наличием онкогенных мутаций в
генах BRAF, PIK3CA, EGFR и KRAS тремя спосо"
бами. Сначала мы проанализировали экспрес"
сию этих генов в опухолях, имеющих по ним му"
тантный статус и статус дикого типа. Затем ста"
тус мутации этих генов сопоставляли с уровнем
активации EGFR"пути. Далее мутации ассоции"
ровали с генными подписями, сформированны"
ми из генов пути EGFR, которые дифференци"
ально экспрессировались между опухолями с

мутированным статусом и статусом дикого типа
для каждого из анализируемых генов.

Для решения указанной задачи мы использо"
вали профили РНК"секвенирования, аннотиро"
ванные мутационным статусом опухолей, из ба"
зы данных проекта TCGA [34]. Для нескольких
видов рака мы исследовали, как уровень актива"
ции пути EGFR связан с онкогенными мутация"
ми (табл. 2, 3): KRAS при КРР, EGFR при РЛ,
BRAF при РЩЖ и меланоме, PIK3CA при РМЖ.

Для расчета уровня активации молекулярно"
го пути (PAL) мы использовали два альтернатив"
ных варианта пути EGFR: «Основной путь пере"
дачи сигналов EGFR biocarta» из базы данных
Biocarta и «Путь EGFR» из базы данных Qiagen
Pathway Central, которые были единообразно ал"
горитмически аннотированы в отношении
функциональной роли каждого из узлов пу"
ти [35, 36, 43].

Метод PAL для оценки активации молеку"
лярного пути был выбран как отличающийся
большей точностью и надежностью обнаруже"
ния новых биомаркеров по сравнению с уров"
нем экспрессии отдельных генов, что было по"
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Примечание. Каждая строка представляет результаты сравнения между группами с мутантным статусом и статусом дико"
го типа по соответствующему гену для выбранных клинически значимых мутаций, в каждой ячейке показано значение
ROC AUC (первое значение) и значение p (дано в скобках) согласно статистическому тесту по Вилкоксону. Значения ROC
AUC, превышающие 0,8, выделены жирным шрифтом.
* Экзон 7 C420R; экзон 9 E542K, E545A, E545D [1635G>T], E545G, E545K, Q546E, Q546R и экзон 20 H1047L, H1047R,
H1047Y. АЛ – аденокарцинома легкого, РЩЖ – рак щитовидной железы, ПРЛ – плоскоклеточный рак легкого, КРР –
колоректальный рак.

Таблица 2. Результаты ассоциативного исследования

Версия пути EGFR
Тип мутации

BRAF V600E [40]

EGFR: L858R и делеции
в 19 и 28 экзонах [40]

KRAS: мутации в 12, 13,
59, 61, 117, 146 кодонах
[41]

PIK3CA [42]*

Biocarta

0,564
(0,015)

0,568
(0,014)

0,518
(0,59)

0,509
(0,83)

0,534
(0,19)

0,513
(0,6)

Qiagen 

0,651
(9,7×10 –9)

0,576
(0,006)

0,536
(0,34)

0,507
(0,89)

0,508
(0,74)

0,606
(1,5×10 –5)

Qiagen 

0,809
(2,2××10 –16)

0,692
(4,0×10 –13)

0,531
(0,43)

0,675
(1,7×10 –4)

0,646
(1,1×10 –8)

0,648
(1,3×10 –9)

эксперимен"
тальная 

(GSE138042) [38]

0,822
(3,7××10 –4)

–

–

–

–

–

Тип
опухоли

РЩЖ

меланома

АЛ

ПРЛ

КРР

РМЖ

Генная
экспрессия

0,69 (0,073)

0,69
(1,1×10 –7)

0,567 (0,021)

0,562 (0,95)

0,69
(3,8×10 –6)

0,541 (0,46)

литературная
(PRJEB11591)

[28]

0,912
(3,5××10 –15)

–

–

–

–

–

Валидация генной подписи
Значения генной
подписи для пути

EGFR

Biocarta

–

–

–

–

–

–
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казано ранее [22]. Он также обладает большей
стабильностью при независимом воспроизведе"
нии результатов [24]. Положительное значение
PAL означает активацию молекулярного пути
по сравнению с контрольной группой образцов,
а отрицательное значение указывает на подавле"
ние пути, тогда как нулевое значение говорит об
отсутствии изменений в активации пути [24]. В
свою очередь, абсолютная величина PAL отра"
жает степень изменения активации или ингиби"
рования пути [22]. Таким образом, более высо"
кое значение PAL отражает бóльшую активацию
пути, и наоборот [24].

Исследованные в данной работе генные под"
писи были сконструированы для каждой из двух
версий пути EGFR с использованием следую"
щих критериев: участвующие гены должны быть
(i) включены в путь EGFR и (ii) дифференци"
ально экспрессироваться (padj − value < 0,05 и
|log2FoldChange| > 1) в мутированных образцах
по сравнению с образцами дикого типа данного
вида опухоли в отношении рассматриваемого
онкогена. Значения генной подписи рассчиты"
вали следующим образом:

где GSS – это значение генной подписи, n – чис"
ло генов в подписи, wi и gi – это двоичный лога"
рифм отношения уровня экспрессии в образце к

контрольной группе и нормализованное число
генных прочтений для гена i из данной подписи
соответственно.

Связь с мутационным статусом оценивали с
использованием двух различных статистических
подходов. Во"первых, оценивали значимость
различий между двумя сравниваемыми группа"
ми с использованием критерия Вилкоксона.
Во"вторых, на основании значений ROC AUC
определяли, можно ли использовать рассматри"
ваемый показатель в качестве высококачествен"
ного биомаркера наличия данной мутации в об"
разце. Площадь под ROC"кривой (AUC) – это
показатель устойчивости биомаркера, который
зависит от его чувствительности и специфич"
ности [45]. Он изменяется в диапазоне от 0,5
до 1, а порог дискриминации обычно устанавли"
вается на уровне 0,7, где элементы с более высо"
ким значением AUC считаются биомаркерами
хорошего качества [46]. Оценка AUC широко
используется для аннотации молекулярных мар"
керов в онкологии [38]. Таким образом, оценка
значения p согласно критерию Вилкоксона и
ROC AUC помогают ответить на два вопроса:
(1) регулируется ли рассматриваемый параметр
по"разному среди двух сравниваемых групп и
(2) может ли он служить для прогнозирования
наличия мутации в конкретной опухоли. В на"
шем исследовании был обнаружен ряд ассоциа"
ций для шести изучаемых видов опухолей.

Рак щитовидной железы. Папиллярный под"
тип РЩЖ был исследован в отношении мута"
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Таблица 3. Соотношение образцов с мутантным статусом и статусом дикого типа для каждого из проведенных сравнений

Ген

BRAF

EGFR

KRAS

PIK3CA

Рассматриваемые мутации

V600E [44]

L858R; делеции 19 и 28 экзона [40]

мутации в 12, 13, 59, 61, 117, 146
кодонах [41]

[42]*

Тип опухоли

РЩЖ

меланома

АЛ

ПРЛ

КРР

РМЖ

Источник данных

TCGA THCA

PRJEB11591 [28]

GSE138042 [38]

TCGA SKCM

TCGA LUAD

TCGA LUSC

TCGA COAD
READ

TCGA BRCA

Количество
образцов, статус

дикого типа**

283 (57,6%)

75 (59,1%)

27 (64,3%)

397 (72,4%)

444 (86,9%)

455 (92,1%)

364 (62,9%)

871 (84,0%)

Количество образцов,
мутированный

статус**

208 (42,4%)

52 (40,9%)

15 (35,7%)

151 (27,6%)

67 (13,1%)

39 (7,9%)

215 (37,1%)

166 (16,0%)

Примечание. * Экзон 7 C420R; экзон 9 E542K, E545A, E545D (только 1635G>T), E545G, E545K, Q546E, Q546R и экзон 20
H1047L, H1047R, H1047Y.
** В скобках указан процент от общего числа образцов.
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ции BRAF V600E. Мы обнаружили, что экспрессия
BRAF существенно не различалась между мути"
рованными и образцами РЩЖ дикого типа по
этому гену (Wilcoxon test p"value = 0,073, ROC
AUC 0,69; рис. S1 в Приложении). Тем не менее
уровни PAL EGFR были значительно повышены
в опухолях с мутацией BRAF по сравнению с
опухолями дикого типа (p = 0,015 и 9,7 × 10−9 для
версий пути EGFR Biocarta и Qiagen соответ"
ственно; рис. S2 в Приложении). При этом, од"
нако, значения PAL не могли служить качест"
венными биомаркерами, позволяющими отли"
чать индивидуальные опухоли с мутацией BRAF
от опухолей дикого типа – они показали отно"
сительно низкие значения ROC AUC (0,564 и
0,651 для версий Biocarta и Qiagen соответствен"
но; рис. S2 в Приложении).

Дальнейший анализ пути EGFR выявил
дифференциально экспрессируемые гены толь"
ко для версии Qiagen: экспрессия генов FOS и
RHOB была подавлена, тогда как экспрессия
EPS8, RND3, CAV2, CAV1 и MUC1 – активирова"
на в образцах РЩЖ с мутацией BRAF. Для диф"
ференциально экспрессируемых генов была
сконструирована генная подпись, для которой
провели оценку ее биомаркерного потенциала.

Значения генной подписи статистически
значимо различались между образцами РЩЖ с
мутантным статусом и статусом дикого типа
(p = 2,2 × 10−16), при этом значение ROC AUC
составило 0,809 (рис. 1). Это свидетельствует в
пользу того, что такая подпись может служить
качественным биомаркером наличия мутации
BRAF V600E в образце РЩЖ.

Меланома. Были исследованы образцы ме"
ланомы кожи на наличие связи с мутацией
BRAF V600E. Мы обнаружили, что экспрессия
BRAF была значительно выше в мутировавших
опухолях (p = 1,1 × 10−7; рис. S3 в Приложении),
но при этом уровень экспрессии этого гена не
мог служить достаточно качественным биомар"
кером (ROC AUC = 0,69). Уровни активации пу"
тей EGFR Biocarta и Qiagen были также значи"
тельно повышены в мутированных меланомах
(p = 0,014 и 0,006 соответственно; рис. S4, а в
Приложении), но при этом также не были рас"
ценены как значимые биомаркеры (AUC =
= 0,568 и 0,576 соответственно; рис. S4, b в При"
ложении).

Генные подписи содержали только один ген с
повышенной экспрессией (STAT1) для версии
пути EGFR Biocarta; девять генов с повышенной
экспрессией (STAT1, JAK2, EGFR, DOK2, VAV1,
SHC3, RHOH, PRKCQ, PIK3R5) и восемь генов с
пониженной экспрессией (VAV2, MYC, MAP2K2,
JUN, PIK3R2, RRAS2, RHOD, FOS) для версии пу"
ти EGFR Qiagen (рис. S5 в Приложении). Обе

версии генных подписей продемонстрировали
существенную разницу в значениях между мути"
рованными и немутированными образцами
(p = 0,0081 и 4,0 × 10−13 соответственно), но пока"
зали невысокую прогностическую способность
со значениями AUC, равными 0,586 и 0,692 со"
ответственно (рис. S6 в Приложении).

Рак легкого. В раке легкого активирующие
мутации в EGFR (EGFRL858R и делеции в 19 и 28
экзонах) рассматривали для двух типов: адено"
карцинома легкого (АЛ) и плоскоклеточный рак
легких (ПРЛ).

Ген EGFR был статистически значимо сверх"
экспрессирован в мутированных опухолях при
АЛ, но не при ПРЛ (p = 0,021 и 0,95 соответ"
ственно; рис. S7 в Приложении), однако
экспрессия EGFR была слабым биомаркером да"
же для АЛ (AUC 0,567; рис. S7, b в Приложе"
нии). В то же время уровни активации обеих
версий пути EGFR не были дифференциальны"
ми и оказались плохими биомаркерами как для
АЛ, так и для ПРЛ (рис. S8 в Приложении).

Для АЛ удалось сгенерировать только одну
генную подпись, которая содержала один ген с
повышенной экспрессией (EGFR) и два – с по"
ниженной (VAV3 и PIK3C2G) (рис. S9, S10, a в
Приложении). При этом указанная подпись не
давала значимо различающихся значений между
группами (рис. S11, a в Приложении) и не могла
служить значимым биомаркером (рис. S11, b в
Приложении).

Для ПРЛ также была выделена только одна
генная подпись, включающая два гена с пони"
женной экспрессией (HRAS и RELB) из EGFR
Qiagen пути (рис. S10, b в Приложении). Указан"
ная подпись являлась дифференциальной
(p = 1,7 × 10−4; рис. S12, a в Приложении), но не
могла служить надежным биомаркером (AUC
0,675; рис. S12, b в Приложении).

Колоректальный рак. Для колоректального
рака (КРР) оценивали ассоциации с мутациями
гена KRAS (кодоны 12, 13, 59, 61, 117 и 146).
Экспрессия KRAS была значительно выше в му"
тированных образцах (p = 3,8 × 10−6; рис. S13, a в
Приложении), но при этом она являлась недос"
таточно надежным биомаркером (AUC 0,69,
рис. S12, b в Приложении). Значения PAL для
пути EGFR не были дифференциальными и
служили плохими биомаркерами (рис. S14 в
Приложении).

Единственную подпись удалось сконструи"
ровать для пути EGFR Qiagen с двумя активиро"
ванными генами (SHC2 и PRKCG; рис. S15 в
Приложении). Она была дифференциальной
(p = 1,1 × 10−8), но имела плохую прогностичес"
кую значимость (AUC 0,646; рис. S16 в Прило"
жении).
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Рак молочной железы. При РМЖ мы иссле"
довали статус мутации гена PIK3CA. Уровень
экспрессии PIK3CA не различался между мути"
рованными опухолями и опухолями дикого типа
(рис. S17 в Приложении). В то же время нами
была обнаружена статистически значимая акти"
вация пути EGFR Qiagen (но не по версии
Biocarta) в опухолях с мутацией PIK3CA
(p = 1,5 × 10−5; рис. S18, a в Приложении), одна"
ко прогностическая значимость ее была низкой
(рис. S18, b в Приложении).

Для пути EGFR Qiagen удалось сгенериро"
вать подпись, включающую гены с повышенной
регуляцией (FOS и MUC1) и гены с пониженной
регуляцией (PRKCG и ERBB2; рис. S19 в Прило"
жении). Значения для этой генной подписи ока"
зались дифференциальными (p = 1,3 × 10−8), но
имели недостаточную прогностическую значи"
мость (AUC 0,648; рис. S19, b в Приложении).

Результаты описанных исследований обоб"
щены в табл. 2. В целом, среди всех проверен"
ных вариантов только один одновременно отли"
чался достаточной статистической значимостью
по обоим исследованным критериям: диффе"
ренциальности (p = 2,2 × 10−16) и значимости как
биомаркера (AUC 0,809): 7"генная подпись для
мутации BRAF V600E при РЩЖ (рис. 1). Проверка
этой подписи была в дальнейшем подтверждена
на двух независимых наборах экспрессионных
профилей РЩЖ.

Независимая проверка 7Jгенной подписи
BRAF V600E РЩЖ. Для 7"генной подписи оцени"
вали биомаркерную значимость с использова"
нием двух независимых наборов данных с про"
филями РНК"секвенирования для образцов па"
пиллярного подтипа РЩЖ. Один набор данных
ранее был опубликован в работе [28] и включал
в себя 75 образцов дикого типа и 52 мутирован"
ных образца (BRAF V600E). Другой набор данных
включал образцы 27 опухолей дикого типа и
15 мутированных опухолей и был получен нами
экспериментально в настоящем исследовании.

Для проверки подписи были собраны 42 рет"
роспективных гистологически и клинически
охарактеризованных образца РЩЖ (таблица в
Приложении) с установленным для них стату"
сом мутации BRAF V600E, и для них были получе"
ны профили РНК"секвенирования. Биологи"
ческие образцы представляли собой парафини"
зированные блоки опухолевой ткани, содержа"
щие не менее 60% опухолевых клеток. В иссле"
дование были включены 8 пациентов мужского
пола и 34 – женского, возраст которых варьиро"
вал от 11 до 71 года (средний возраст – 45 лет;
таблица в Приложении).

Семигенная подпись продемонстрировала
хорошую биомаркерную значимость для обоих

наборов данных: AUC 0,912, значение p = 
= 3,5 × 10−15 для литературного набора дан"
ных [28] (рис. 2, a, b) и AUC 0,822, p = 3,7 × 10−4 –
для экспериментального набора (рис. 2, c, d).

Таким образом, на основе анализа трех неза"
висимых наборов данных, один из которых был
экспериментальным, мы пришли к выводу, что
7"генная подпись, включающая гены FOS,
RHOB с пониженной экспрессией и гены PS8,
RND3, CAV2, CAV1, MUC1 с повышенной
экспрессией в мутированных опухолях, являет"
ся надежным предсказательным маркером ста"
туса мутации BRAF V600E с использованием дан"
ных РНК"секвенирования.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании мы подтвердили
гипотезу о том, что при некоторых видах опухо"
лей активирующие мутации в онкогенах могут
быть статистически достоверно связаны с повы"
шенной экспрессией соответствующих генов.
Например, мутации EGFR были связаны с акти"
вацией этого гена при аденокарциноме легкого
(p = 0,021), мутации KRAS – при колоректаль"
ном раке (p = 4 × 10−6), а мутации BRAF – при
меланоме (p = 1 × 10−7). 

Тем не менее подобных зависимостей не
наблюдалось для тех же классов мутаций при
других опухолях: для EGFR – при плоскоклеточ"
ном раке легкого, для BRAF – при раке щито"
видной железы и для PIK3CA – при раке молоч"
ной железы (табл. 2).

Следует отметить, что продукты генов EGFR,
BRAF, KRAS и PIK3CA образуют основные узлы
молекулярного пути EGFR (рис. 2, a, b), поэто"
му мы поставили задачу впервые сравнить акти"
вацию пути EGFR с соответствующими статуса"
ми онкогенных мутаций. Было обнаружено, что
активация пути EGFR связана с мутацией
BRAF V600E при раке щитовидной железы
(p = 1 × 10−8) и при меланоме (p = 0,006), а также
с активирующими мутациями PIK3CA при раке
молочной железы (p = 2 × 10−5). В то же время
для активирующих мутаций EGFR при раке лег"
кого и для мутаций KRAS при колоректальном
раке связи обнаружено не было (табл. 2).

На уровне значений алгоритмически скон"
струированных генных подписей удалось обна"
ружить значимую связь с мутацией BRAF при ра"
ке щитовидной железы (p < 1 × 10−8) и при мела"
номе (p < 1 × 10−8); с мутацией EGFR – при плос"
коклеточной карциноме легкого (p = 0,0002); с
мутацией KRAS – при колоректальном раке
(p = 1 × 10−8); с мутацией PIK3CA – при раке мо"
лочной железы (p = 1 × 10−9). И только для мута"
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ций EGFR при аденокарциноме легкого связи
обнаружено не было. Таким образом, мы пред"
полагаем, что в целом текущая версия подхода,
основанного на генных подписях, оказалась бо"
лее эффективной в поиске ассоциаций с мутант"
ным статусом, чем другие подходы, протестиро"
ванные в настоящей работе. Среди всех прове"
ренных ассоциаций только 7"генная подпись,
разработанная для мутации BRAF V600E при раке

щитовидной железы, оказалась надежным био"
маркером (AUC 0,809–0,912), что подтвержда"
ется ее валидацией на трех независимых наборах
данных (рис. 2). Интересно, что при этом в тех
же самых наборах сходными были и особеннос"
ти активации пути EGFR (рис. 3).

В двух видах рака (РЩЖ и меланома) мы ре"
конструировали разные генные подписи, свя"
занные с мутацией BRAF V600E. Эти подписи
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Рис. 1. a – Результаты анализа дифференциальной экспрессии генов пути EGFR (Biocarta 1.2 и Qiagen Pathway Central)
между BRAF V600E мутированными и образцами дикого типа РЩЖ из набора данных TCGA; b – значения генной подписи;
c – биомаркерная значимость (ROC AUC) для генной подписи, сформированной из дифференциально экспрессируемых
генов пути Qiagen EGFR
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включали в себя 8 генов с пониженной и 8 генов
с усиленной экспрессией при меланоме, 2 гена с
пониженной и 5 генов с повышенной экспрес"
сией при РЩЖ. Между этими двумя подписями
было только одно совпадение по генному соста"
ву: ген FOS с пониженной экспрессией. Это до"
казывает, что одна и та же мутация BRAF V600E при
этих двух видах рака имеет различную молеку"

лярную реализацию даже среди генных продук"
тов пути EGFR. Возможно, эти различия могут
лежать в основе успешной терапии блокаторами
мутантного BRAF при меланоме [47] и отсут"
ствием клинического интереса к ним при
РЩЖ [17].

Клинические подходы на основе метода
РНК"секвенирования в будущем могут стать

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  11  2021

1728

Рис. 2. Валидация 7"генной подписи на литературном (вверху) и экспериментальном (внизу) наборах данных. а, c – Зна"
чения генной подписи; b, d – её биомаркерная значимость (ROC AUC)
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Рис. 3. Усредненный профиль активации пути Qiagen EGFR для образцов BRAF V600E мутированного папиллярного рака
щитовидной железы по наборам данных (a) The Cancer Genome Atlas Thyroid Cancer (TCGA"THCA), (b) исследования
Yoo et al. [28] (PRJEB11591) и (c) экспериментального набора GSE138042 [38]. Гены, включенные в 7"генную подпись для
прогнозирования статуса BRAF V600E при раке щитовидной железы, обведены жирным кружком
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PATHWAYJBASED GENE SIGNATURES OF EGFR, BRAF,
PIK3CA, AND KRAS GENE MUTATIONS IN BREAST,

LUNG, THYROID CANCERS AND IN MELANOMA

M. Raevskiy1,2, M. Sorokin3,4, U. Vladimirova3, M. Suntsova3, V. Efimov2, A. Garazha1,
A. Drobyshev3, A. Moisseev3, P. Rumiantsev5, X. Li6, and A. Buzdin1,2,3,7*

1 Omicsway Corp., 340 S Lemon Ave, 6040, Walnut, 91789 CA, USA; E�mail: buzdin@oncobox.com
2 Moscow Institute of Physics and Technology, Dolgoprudny, 141701 Moscow Region, Russia

3 I. M. Sechenov First Moscow State Medical University, 119991 Moscow, Russia
4 Oncobox Ltd., 121205 Moscow, Russia

5 Endocrinology Research Centre, 117312 Moscow, Russia
6 Department of Pathology and Laboratory Medicine, University of California Los Angeles, Los Angeles, 90095 CA, USA

7 Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, 117997 Moscow, Russia

EGFR, BRAF, PIK3CA, and KRAS genes play major roles in EGFR pathway, and accommodate activating mutations
that predict response to many targeted therapeutics. However, connections between these mutations and EGFR path"
way expression patterns remain unexplored. Here, we investigated transcriptomic associations with these activating
mutations in three ways. First, we compared expressions of these genes in the mutant and wild type tumors, respec"
tively, using RNA sequencing profiles from The Cancer Genome Atlas project database (n = 3660). Second, muta"
tions were associated with the activation level of EGFR pathway. Third, they were associated with the gene signatures
of differentially expressed genes from these pathways between the mutant and wild type tumors. We found that the
upregulated EGFR pathway was linked with mutations in the BRAF (thyroid cancer, melanoma) and PIK3CA (breast
cancer) genes. Gene signatures were associated with BRAF (thyroid cancer, melanoma), EGFR (squamous cell lung
cancer), KRAS (colorectal cancer), and PIK3CA (breast cancer) mutations. However, only for the BRAF gene signa"
ture in the thyroid cancer we observed strong biomarker diagnostic capacity with AUC > 0.7 (0.809). Next, we vali"
dated this signature on the independent literature"based dataset (n = 127, fresh"frozen tissue samples, AUC 0.912),
and on the experimental dataset (n = 42, formalin fixed, paraffin embedded tissue samples, AUC 0.822). Our results
suggest that the RNA sequencing profiles can be used for robust identification of the replacement of Valine at posi"
tion 600 with Glutamic acid in the BRAF gene in the papillary subtype of thyroid cancer, and evidence that the spe"
cific gene expression levels could provide information about the driver carcinogenic mutations.

Keywords: mutation, EGFR, BRAF V600E, transcriptomic biomarker, RNA sequencing, papillary thyroid cancer
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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.)
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