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В настоящее время белки-сенсоры чужеродной ДНК или РНК, играющие важную роль во 
врожденном иммунитете, вызывают большой интерес как новый способ иммунотерапии рака. 
Агонисты этих белков способны активировать в иммунных клетках сигнальные каскады, вызы-
вающие продукцию цитокинов, в частности интерферонов I типа, обладающих мощным цито-
токсическим эффектом. В обзоре рассмотрено функционирование цитоплазматических сенсо-
ров нуклеиновых кислот, таких как cGAS, STING, IFI16, AIM2, DAI, DDX41, DNA-PK, MRE-11, 
TREX1, участвующих в активации продукции различных цитокинов.

Ключевые слова: сенсоры ДНК/РНК, цитокины, интерфероны, cGAS, STING, иммунные клетки

Список сокращений: а.о. – аминокислотные остатки; а.п. – аминокислотная последовательность; 
дцДНК – двухцепочечная ДНК; мтДНК – митохондриальная ДНК; оцДНК – одноцепочечная 
ДНК; ЭПР – эндоплазматический ретикулум; AIM2 (absent in melanoma 2) – белок 2, отсут-
ствующий при меланоме; cGAMP – циклический гуанозинмонофосфат-аденозинмонофосфат; 
cGAS – циклическая гуанозинмонофосфат-аденозинмонофосфат синтаза; СС – двойные спи-
рали; CDN  – циклические динуклеотиды; CTT – С-концевой фрагмент; DAI (DNA-dependent 
activator of IFN regulatory factors) – ДНК-зависимый активатор интерферон-регулируемых фак-
торов; DDX41 (DEAD-box helicase 41) – DEAD-бокс-хеликаза 41; DM – димеризующий мотив; 
DNA-PK (DNA-dependent serine/threonine protein kinase) – ДНК-зависимая серин/треониновая 
протеинкиназа; HELIC – хеликазный домен; HIV – вирус иммунодефицита человека; HSV1, 
HSV2 – вирус простого герпеса 1 и 2 типа; IFI16 (IFN γ-inducible protein 16) – индуцируемый 
гамма-интерфероном белок 16; IFN – интерферон; IL – интерлейкин; IRF3 (IFN regulatory factor 
3) – регуляторный фактор интерферона 3; ISGs – интерферон-стимулируемые гены; LBD – ли-
ганд-связывающий домен; MEFs – мышиные эмбриональные фибробласты; MRE-11 (meiotic 
recombination 11 homolog A) – гомолог A белка мейотической рекомбинации 11; NBD – ну-
клеотид-связывающий домен; non-CDN – малые молекулы, не относящиеся к циклическим 
динуклеотидам; OB – олигонуклеотид/олигосахарид связывающие складки; PAMPs – пато-
ген-ассоциированные молекулярные паттерны; PM – фосфорилируемый мотив; Poly I:C – по-
лиинозиновая-полицитидиловая кислота; PPII – полипролиновый домен; PRRs – рецепторы 
опознавания паттерна; PYD – пириновый домен; RAD50 (DNA repair protein RAD50) – белок 
репарации дцДНК; RNAi – РНК-интерференция; SIV – вирус иммунодефицита африканских 
обезьян; STING (stimulator of interferon genes) – стимулятор генов интерферона; TBK1 (TANK-
binding kinase 1) – TANK-связывающая киназа 1; TBM – мотив для связывания протеинкина-
зы TBK1; TNF – фактор некроза опухолей; TREX1 (three prime repair exonuclease 1) – 3’-кон-
цевая репаративная экзонуклеаза 1; VSV – вирус везикулярного стоматита; ZBDs (Zα и Zβ) – 
Z-ДНК-связывающие домены; ZBP1 (Z-DNA-binding protein 1) – Z-ДНК связывающий белок 1.
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ВВЕДЕНИЕ

В клетках нашего организма заложены механиз-
мы защиты от присутствия в цитоплазме чужерод-
ной патогенной ДНК или РНК, или собственной 
ДНК, активирующие системы врожденного имму-
нитета. Появление в цитоплазме одноцепочечной 
и двуцепочечной ДНК (оцДНК и дцДНК) и РНК 
может происходить по ряду причин: инфициро-
вание ДНК вирусами; инфицирование РНК‑со-
держащими ретровирусами, которые активиру-
ют собственное воспроизведение посредством 
ретротранскриптазы; выход бактерий из эндо-
сом; активация сигнального пути регулируемой 
клеточной смерти, что приводит к разрушению 
митохондрий и выходу в цитоплазму митохондри-
альной ДНК (мтДНК); реактивация эндогенных 
ретровирусных последовательностей; генетиче-
ские мутации, приводящие к активации нуклеаз; 
образование микроядер в результате митотических 
дефектов; повреждение ДНК при лучевой терапии; 
аккумуляция ДНК в результате фагоцитоза, микро-
пиноцитоза или поглощение ДНК‑обогащенных 
экзосом [1]. Удаление чужеродной ДНК/РНК из 
клеток требуется для эффективного функциони-
рования клеток и поддержания их нормальной 
жизнедеятельности. Активация защитных ме-
ханизмов в присутствии патогенов реализуется 
с участием рецепторов опознавания паттерна (pat-
tern-recognition receptors, PRRs), к которым отно-
сятся мембранные и цитоплазматические белки. 
У млекопитающих определены несколько классов 
PRRs, которые направлены на узнавание внекле-
точных патогенов (мембранные — Toll-подобные 
рецепторы (TLRs) и лектиновые рецепторы С‑типа 
(CLRs)) и внутриклеточных патогенов (цитоплаз-
матические — RIG-I‑подобные рецепторы (RLRs), 
Nod-подобные рецепторы (NLRs), AIM2-подобные 
рецепторы (ALRs)).

При участии PRRs, выступающих в качестве 
сенсоров не изолированных в ядре нуклеиновых 
кислот, активируются внутриклеточные сигналь-
ные механизмы для локализации и устранения 
опасных сигналов. PRRs в ходе эволюции были 
отобраны по специфичности к бактериальным 
липополисахаридам, гликопротеинам, содержа-
щим остатки маннозы, пептидам, липотейхоевым 
кислотам, липопротеинам. Кроме этой специфич-
ности PRRs распознают нуклеиновые кислоты 
вирусов, бактерий, грибов и нуклеиновые кислоты 
собственных поврежденных клеток. Нуклеиновые 
кислоты патогенов включают короткие консерва-
тивные молекулярные мотивы, узнаваемые PRRs 
и называемые патоген-ассоциированные молеку-
лярные паттерны (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPs). Отличие патогенной ДНК от 
собственной ДНК происходит, как предполага-
ется, на основании таких факторов как длина, 
3D‑структура и последовательность ДНК, вну-
триклеточная локализация ДНК, статус метили-
рования ДНК, ассоциация ДНК с гистонами или 
негистоновыми хроматин-связывающими белками 
(см. подробные механизмы отличия патогенной 
от собственной ДНК в обзоре [2]).

Одноцепочечные/двуцепочечные ДНК и РНК 
патогенов активируют в клетках млекопитающих 
сигнальные каскады сGAS–STING и RLR–MAVS, 
изучению которых посвящено много работ в послед-
ние десятилетия [3]. Ответом на активацию этих 
сигнальных путей является продукция клетками 
провоспалительных цитокинов, следствием чего 
является воспаление, а также антиген-специфичный 
адаптивный иммунный ответ. В нашем обзоре мы 
опишем функционирование цитоплазматических 
белков-сенсоров нуклеиновых кислот, таких как 
cGAS, STING, IFI16, AIM2, DAI, DDX41, DNA-PK, 
MRE‑11, TREX1, ассоциированных с сигнальным 
каскадом cGAS–STING и продукцией провоспа-
лительных цитокинов, в частности интерферонов 
(IFN) I типа (рис. 1).

Существование разнообразных цитоплазмати-
ческих белков-сенсоров, активирующих защитные 
механизмы с участием cGAS–STING сигнального 
пути, позволяет клеткам эффективно реагировать 
на проникновение различных патогенов (бактерий, 
вирусов), а использование агонистов этих сенсоров 
является в настоящее время одной из стратегий 
терапии злокачественных новообразований.

Сигнальный путь cGAS–STING включает не-
сколько этапов межбелковых взаимодействий. 
Первоначально при появлении в клетке оц/дцДНК 
или РНК фермент циклическая гуанозинмоно-
фосфат-аденозинмонофосфат синтаза (cGAS) 
взаимодействует с нуклеиновыми кислотами (неза-
висимо от типа последовательности), что приводит 
к каталитической реакции образования вторич-
ного мессенджера — циклического динуклеоти-
да гуанозинмонофосфат-аденозинмонофосфат 
(cGAMP) из ATP и GTP. Вторичный мессенджер 
cGAMP является высокоаффинным лигандом 
белка эндоплазматического ретикулума (ЭПР) 
STING (stimulator of interferon genes), способен 
при связывании со STING вызывать его конфор-
мационные перестройки, образование гомоди-
меров и самоактивацию. Активный STING при 
участии TRAP‑транслокон комплекса, а также 
белков COPII (cytoplasmic coat protein complex-II) 
и TRAPβ (translocon-associated protein β) переходит 
из ЭПР в аппарат Гольджи [4]. При переходе из 
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ЭПР в аппарат Гольджи происходит высвобожде-
ние С‑концевого фрагмента STING, где располо-
жен сайт фосфорилирования (Ser366). Фосфорили-
рование по этому сайту осуществляется протеин-
киназой TBK1 (TANK‑binding kinase 1) и приводит 
к устойчивой активации STING. Кроме фосфори-
лирования STING подвергается пальмитированию, 
что способствует образованию агрегатов STING 
с TBK1 и формированию STING–TBK1-сигна-
лосомы [5]. Далее TBK1 в составе STING‑сиг-
налосомы фосфорилирует транскрипционный 
фактор IRF3 (IFN regulatory factor 3), что приводит 
к его димеризации и транслокации в ядро, где он 
связывается с промотерами интерфероновых ге-
нов I типа. Кроме индукции интерферонов I типа 
STING–TBK1-сигналосома также может быть 
вовлечена в экспрессию других провоспалитель-
ных цитокинов, таких как интерлейкин‑6 (IL‑6) 
и фактор некроза опухолей (TNF) за счет фосфори-
лирования IκBα, ингибитора транскрипционного 
фактора NF‑κB, и дальнейшего его полиубик-
витилирования и деградации. Деградация IκBα 
способствует активации и переходу в ядро NF‑κB, 
регулирующего экспрессию разных цитокинов [6].

Известно, что активация сигнального пути 
cGAS–STING и продукция цитокинов может сни-
жать темпы прогрессии опухолей [7], оказывая 
влияние на специфический противоопухолевый 
иммунитет, что делает его привлекательной ми-
шенью для разработки STING‑таргетированной 
терапии рака. Следует, однако, отметить, что ги-
перпродукция цитокинов (в частности интер-
феронов I типа) может быть причиной развития 
аутоиммунных заболеваний, а также длительного 
воспаления при разных заболеваниях, что следует 
учитывать при применении STING‑направленных 
препаратов. Таким образом, поиск и изучение не 
только агонистов (активаторов), но и антагонистов 
(ингибиторов) STING может стать актуальным 
направлением современных исследований. Кроме 
того, недавно было показано, что STING также 
принимает участие в регуляции Cap-зависимой 
трансляции мРНК путем прямого связывания 
с протеинкиназой PERK в ЭПР при фиброзе лег-
ких и почек, что расширяет перечень заболева-
ний для лечения которых могут быть применены 
STING‑таргетированные препараты [8].

Рис. 1. Цитоплазматические сенсоры нуклеиновых кислот, участвующие в активации STING сигнального пути 
и вызывающие продукцию интерферонов I типа.
cGAS — cyclic GMP-AMP synthase, DAI — DNA‑dependent activator of IRFs, IFI16 — IFN γ-inducible protein 16, 
AIM2 — absent in melanoma 2, DDX41 — DEAD‑box helicase 41, DNA-PK — DNA‑dependent protein kinase, catalytic 
subunit, TREX1 — three prime repair exonuclease 1, STING — stimulator of interferon genes, TBK1 — TANK‑binding ki-
nase 1, IRF3 — IFN regulatory factor 3, ЭПР — эндоплазматический ретикулум. 



6	 СМОЛЬЯНИНОВА, СОЛОПОВА

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 1	 2024

Рис. 2. Схема доменной организации cGAS человека (а) и модель комплекса cGAS–ДНК (2:2) (б), в составе кото-
рого каждый мономер cGAS взаимодействуют с ДНК (адаптировано из [10, 11], используется с разрешения изда-
тельства). а — N‑конец обозначен черным цветом, C‑конец состоит из нуклеотидилтрансферазного домена (NTase 
core) (зеленый цвет) и Mab21-домена (красный цвет), включающего структуру «цинковая лента» (H(X5) CC(X6) C). 
Красными звездочками отмечены аминокислотные остатки (G212, S213, E225, D227 домена).

cGAS

Белок cGAS впервые был обнаружен как сенсор 
ДНК в цитоплазме клеток L929 и THP‑1 [9]. сGAS 
имеет молекулярную массу 60 кДа и представляет 
собой циклическую GMP–AMP‑синтазу из семей-
ства нуклеотидилтрансфераз, преимущественно 
локализуется в цитоплазме, а также может находит-
ся в ядре. cGAS состоит из неструктурированного 
N‑конца (1–160 а. о.) и высококонсервативного 
C‑конца (161–522 а. о.) (рис. 2). Предполагается, 
что остатки лизина и аргинина, входящие в сос-
тав N‑концевого фрагмента, участвуют в связы-
вании ДНК. Кроме этого, N‑конец служит для 
присоединения cGAS к плазматической мембране. 
C‑конец cGAS содержит два сильно консерватив-
ных домена — нуклеотидилтрансферазный домен 
(160–330 а. о.), необходимый для ферментативной 
активности, и Mab21-домен (213–513 а. о.), включа-
ющий мотив «цинковая лента», который участвует 
в связывании ДНК и димеризации cGAS, и оста-
ток лейцина, регулирующий синтез циклических 
динуклеотидов [12]. В отсутствие ДНК сGAS на-
ходится в автоингибированном состоянии. При 
нахождении нуклеиновых кислот в цитоплазме 

сGAS димеризуется и формируется комплекс 
cGAS–ДНК (2:2).

Внутри комплекса cGAS–ДНК происходят кон-
формационные изменения, и осуществляется пере-
ход cGAS в активное состояние и каталитический 
синтез циклического гуанозинмонофосфата–аде-
нозинмонофосфата 2’,3’-cGAMP из ATP и GTP. 
2’,3’-cGAMP является смешанным фосфодиэ-
фиром с уникальной связью между 2'-OH груп-
пой GMP и 5'-фосфатным остатком AMP и 3'-OH 
группой AMP с 5'-фосфатными остатком GMP 
(см. формулу на рис. 1). 2’,3’-cGAMP выступает 
в роли вторичного мессенджера и связывается 
с белком ЭПР STING, вызывая его активацию 
и последующую продукцию интерферонов I типа 
[13]. Взаимодействие между нуклеиновыми кис-
лотами и ДНК‑связывающими доменами сGAS 
происходит посредством формирования связи 
между положительно заряженными аминокис-
лотными остатками (а. о.) и отрицательно заря-
женным сахарофосфатным остовом ДНК, что 
позволяет связывать дцДНК в независимости от 
ее последовательности. cGAS может активиро-
ваться и при взаимодействии с оцДНК, способной 
сформировать внутренние дуплексные структуры, 
а также при взаимодействии с оцДНК в Y‑форме 
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[14]. дцРНК может связываться с белком cGAS, 
но в отличие от дцДНК, это не приводит к его 
активации, что позволяет предположить, что для 
активации требуются специфические структурные 
перестройки в молекуле фермента, вызываемые 
дцДНК, а не дцРНК [15]. Предполагается, что 
В‑форма ДНК связывается с активационной пет-
лей cGAS и сдвигает ее, что приводит к перегруп-
пировке активного сайта и активации cGAS, в то 
время как А‑форма дцРНК не способна сдвинуть 
активационную петлю и не может активировать 
cGAS [16]. Для активации cGAS in vitro доста-
точно коротких дцДНК (примерно 15 п. о.), но 
для активации cGAS в клетках необходимы более 
длинные фрагменты ДНК (свыше 20 п. о.). Длин-
ные фрагменты ДНК формируют с сGAS более 
стабильные структуры димеров с более высокой 
ферментативной активностью [17]. Для оцДНК 
связывающая способность составляет Kd ~ 1.5 мкМ, 
а для дцДНК Kd ~ 87.6 нМ [18]. сGAS узнает такие 
ДНК‑содержащие вирусы: вирус коровьей оспы, 
вирус простого герпеса 1 и 2 типа (HSV1 и HSV2), 
цитомегаловирус, аденовирусы, вирус папилломы 
человека и мышиный гаммагерпесвирус 68, а также 
РНК‑содержащие вирусы: вирус мышиного лейко-
за, вирус иммунодефицита африканских обезьян 
(SIV), вирус иммунодефицита человека (HIV), ви-
рус лихорадки Западного Нила, вирус везикуляр-
ного стоматита (VSV), вирус денге, а также грам-
положительные и грамотрицательные бактерии 
[19]. Интересно отметить, что при инфицировании 

дендритных клеток РНК‑содержащим вирусом 
HIV‑1 cGAS функционирует не самостоятельно, 
а в комплексе с белком PQBP1, что, по всей ви-
димости, требуется для усиления узнаваемости 
обратно транскрибируемой ДНК ретровируса [20]. 
Известно, что активность cGAS регулируется за 
счет посттрансляционных модификаций, таких как, 
например, фосфорилирование по Ser305 (у чело-
века) и по Ser291 (у мышей) протеинкиназой Akt 
[21], а также глутамилирование TTLL4 и TTLL6 
[22], приводящих к ингибированию активности 
cGAS. Белок сGAS может присутствовать в ядре, 
однако автореактивность к собственной ДНК по-
давлена из-за взаимодействия с хроматином [23]. 
сGAS связан с гистонами 2A‑2B, что предотвращает 
формирование димеров сGAS [24].

Sun и соавторы показали, что фермент cGAS, 
катализируя образование вторичного мессендже-
ра 2’,3’-cGAMP, участвует в продукции интер-
ферона через белок STING [9]. Инфицирование 
клеток с нокаутом cGAS ДНК вирусами не вызы-
вало активацию IRF3 и продукцию интерферона 
β (IFN‑β), а в клетках с оверэкспрессией сGAS 
ДНК‑вирусы активировали IRF3 и индуцировали 
STING‑зависимую продукция IFN‑β.

В настоящее время предпринимаются попыт-
ки синтезировать агонисты cGAS — циклические 
нуклеотиды, олигонуклеотиды, которые бы имели 
высокую биостабильность, фармокинетику, без-
опасность и высокий потенциал в стимуляции 
иммунного ответа в опухолевом микроокружении 

Рис. 3. Схема доменной организации белка человека STING (а) и модель комплекса лиганд–STING (б) (адапти-
ровано из [27], используется с разрешения издательства). а — N‑концевой участок выделен голубым цветом, LBD 
(лиганд-связывающий домен) выделен зеленым цветом, CTT (С‑концевой фрагмент) выделен оранжевым цветом; 
б — взаимодействие между лигандом 2’,3’-cGAMP и лиганд-связывающим доменом белка свиньи STING происхо-
дит в частично открытой конформации.
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и невысокую стоимость при комбинированной 
иммунотерапии [25].

STING

Белок STING считается одной из ключевых 
молекул, участвующих в реакции на патогены 
и активирующий провоспалительные цитоки-
ны при адаптивном иммунном ответе. Впервые 
STING был обнаружен в экспериментах с при-
менением скрининговой системы экспрессии, 
в которой примерно 5500 человеческих и 9000 
мышиных полноразмерных комплементарных 
кДНК, содержащих репортерный ген люциферазы 
под промотором IFN‑β-Luc, были трансфецирова-
ны в клетки HEK293Т, для того чтобы определить 
участников альтернативного TRL‑независимого 
сигнального пути врожденного иммунитета, со-
провождающегося продукцией интерферонов [26]. 
В результате этой работы был идентифицирован 
белок STING (молекулярный вес 42 кДа, 379 а. о.), 
который преимущественно располагался в ЭПР. 
STING заякорен в ЭПР N‑концевым фрагментом, 
включающим четыре трансмембранных домена 
(TM1–TM4). В структуре STING присутствует 
лиганд-связывающий домен (LBD), содержащий 
участок для взаимодействия (Connector) и диме-
ризующий мотив (DM), и С‑концевой фрагмент 
(CTT), включающий фосфорилируемый мотив 
(PM) и мотив для связывания протеинкиназы 
TBK1 (TBM) (рис. 3).

Лиганд-связывающий домен подвергается 
конформационным изменениям при связыва-
нии с эндогенным вторичным мессенджером 
2’,3’-cGAMP. Связывание STING с 2’,3’-cGAMP 
в отличие от других изомеров, таких как, напри-
мер, 3’,2’-cGAMP и 2’,2’-cGAMP, происходит 
в наиболее предпочтительной конформации, ко-
торая позволяет с наименьшей энтропией и вы-
сокой аффинностью реализовать их взаимо-
действие. Константа связывания со STING для 
2’,3’-cGAMP ~ 4 нМ и в 300 раз ниже, чем для 
3’,2’-cGAMP и 3’,3’-cGAMP, и в 75 раз ниже, чем 
для 2’2’-cGAMP [28]. Показано, что STING может 
напрямую связываться с ДНК без участия других 
белков, но аффинность такого связывания (Kd ~ 
200–300 мкМ) ниже, чем у сGAS (Kd ~ 88 нМ) 
[29]. Мономеры STING формирует гомодимеры 
в клетках. При связывании лигандов с мономерами 
STING происходит образование тетрамеров и оли-
гомеров высшего порядка [30]. После образования 
тетрамеров происходит перемещение STING из 
ЭПР в ЭПР–Гольджи промежуточный компарт-
мент и аппарат Гольджи. В аппарате Гольджи про-
исходит присоединение пальмитиновой кислоты 

к цистеиновым остаткам STING (Cys88 и Cys91), 
что оказывает влияние на активацию STING [31]. 
Для активации STING также необходимо фосфо-
рилирование С‑концевого домена протеинкина-
зой TBK1 [32]. Далее TBK1, предположительно 
находясь в составе STING–TBK1-сигналосомы, 
фосфорилирует транскрипционный фактор IRF3. 
В состоянии фосфорилирования IRF3 образует 
гомодимеры, которые транслоцируются в ядро 
и регулируют транскрипцию IFN‑β [33].

Активность STING регулируется путем убик-
витилирования. Присоединение убиквитина по 
разным сайтам STING (Lys63 — E3-лигазы TRIM56 
и TRIM32; Lys27 — Gp78/AMFR и INSIG1) либо 
вызывает продукцию интерферона [34, 35], либо 
ингибирует продукцию интерферона и вызывает де-
градацию STING (Lys48 — RNF5 и TRIM30a) [36, 37].

Участие STING в активации продукции ин-
терферонов было исследовано на нокаутных по 
STING–/– мышах [38]. В клетках MEFs (мышиные 
эмбриональные фибробласты), выделенных из 
STING–/– мышей, при заражении вирусом везику-
лярного стоматита наблюдалось образование боль-
шего вирусного потомства по сравнению с клетка-
ми дикого типа. В STING–/– MEFs индуцированная 
оверэкспрессия STING после трансфекции плаз-
миды pcDNA mSTING приводила к увеличению 
уровня мРНК Ifnb и белка IFN‑β. В макрофагах 
STING–/–, полученных из костного мозга, дей-
ствие полиинозиновой-полицитидиловой кислоты 
(poly I: C), но не инфицирование грамотрицатель-
ными бактериями F.tularensis, вызывало повышение 
экспрессии мРНК Ifnb. У нокаутных STING–/– мы-
шей некоторые виды бактерий (L. monocytogenes), 
вирусов (HSV1) и ДНК, не содержащих CpG, не 
вызывали продукцию интерферонов, а приво-
дили к продукции интерлейкинов (IL‑1β). Это 
указывает на специфичность врожденного ответа 
на разные типы патогенов у разных типов клеток, 
в которых активируются либо STING‑зависимые, 
либо TLR‑зависимые сигнальные пути [39]. Уча-
стие TBK1 в STING‑зависимом сигнальном пути 
также было показано на TBK1–/– мышах. В клетках 
MEFs, полученных от TBK1–/– мышей, сигнальный 
путь с участием STING не активировался [38]. Роль 
STING, как вышестоящего звена в сигнальном пути 
STING–TBK1–IRF3, была показана в эксперимен-
тах с оверэкспрессией STING в клетках HEK293T. 
Повышение экспрессии STING приводило к ди-
меризации IRF3 и стимулировало продукцию ин-
терферонов и других генов первичного иммунного 
ответа (Ifnb1, Ifna4, Ifna6, Isgf3g, Irf2, Irf6) [40].

В опухолевом микроокружении эндотели-
альные клетки, наряду с дендритными клетками 
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и фибробластами, являются основным источником 
STING‑зависимой продукции IFN‑β [41]. IFN‑β 
является эффективным антиангиогенным цито-
кином, который может подавлять пролиферацию 
или выживаемость эндотелиальных клеток, а также 
формирование капиллярной сети в опухолевом 
микроокружении, и вовлекается в противоопу-
холевый иммунитет. Показано влияние интер-
феронов (IFN‑α и IFN‑β) в противоопухолевом 
иммунитете и на другие типы иммунных клеток. 
Так, например, при связывании с клетками, не-
сущими рецепторы к интерферону, интерферон 
снижает уровень кислотности в эндосомально-ли-
зосомальном компартменте дендритных клеток, 
усиливает презентацию антигенов дендритны-
ми клетками, повышает продукцию хемокинов 
(CXCL9 и CXCL10) антигенпрезентирующими 
клетками, усиливает миграцию CD8+ T‑клеток 
и натуральных киллеров [42].

Активация STING‑зависимого сигнального 
пути, приводящего к продукции интерферонов, 
в опухолевом микроокружении потенциально 
может способствовать эффективной противоо-
пухолевой терапии при использовании агонистов 
STING циклических динуклеотидов (CDN, cyclic 
dinucleotide) или других малых молекул, не относя-
щихся к циклическим динуклеотидам (non-CDN). 
Одним из первых агонистов STING, примененных 
в клинических испытаниях для иммунотерапии 
рака, был циклический динуклеотид ADU-S100 
(MIW815). Этот агонист эффективно активировал 
STING in vitro и in vivo у мышей и при локальном 
введении инициировал CD8+ Т‑клеточный ответ, 
что приводило к острой продукции цитокинов 
и локальному сосудистому коллапсу, и регрессии 
опухолей [43, 44]. Клинические испытания I фазы 
показали, что при монотерапии данный агонист 
хорошо переносится пациентами с солидными 
опухолями и лимфомами, и у пациентов наблюда-
ется системная иммунная активация (повышение 
уровня воспалительных цитокинов, клональная 
экспансия Т‑клеток периферической крови) [45]. 
Предполагается, что комбинация ADU-S100 с ин-
гибиторами контрольных точек может привести 
к повышению эффективности иммунотерапии, 
но для подтверждения этой гипотезы требуют-
ся дальнейшие клинические испытания. Другим 
перспективным агонистом STING, дошедшим до 
клинических испытаний, был DMXAA (ASA404 
или Vadimezan), аналог ксантенона. DMXAA 
действует двунаправленно и способен вызывать 
апоптоз эндотелиальных опухолевых клеток, что 
приводит к разрушению сосудов в опухоли и пре-
кращению снабжения кровью опухолевых узлов, 
и активации продукции провоспалительных 

цитокинов посредством STING. Успешные I и II 
фазы клинических испытания привели к III фазе, 
которая показала отрицательный результат из-за 
того что изоформы STING у мышей и у человека 
имеют структурные различия в сайте связывания 
с DMXAA. Эти различия не позволяют STING 
связываться с DMXAA в клетках человека. Даль-
нейшие перспективы использования данного со-
единения или его модификаций при терапии рака 
связывают с его применением в комбинированной 
терапии с препаратами анти-ангиогенеза, радио-
терапией и другими подходами [46]. В настоящее 
время к перспективным агонистам STING отно-
сится соединение diABZI (non-CDN), показавшее 
хороший эффект при терапии опухоли толстой 
кишки. Так, у мышей с сингенной опухолью тол-
стой кишки при внутривенном введении наблю-
дается полная и длительная регрессия опухоли 
[47]. Интересно отметить, что в литературе описан 
еще один эффективный non-CDN агонист STING, 
MSA‑2, показавший эффективность не только 
при внутриопухолевом и подкожном введении 
мышам, но и при пероральном введении. MSA‑2 
имеет высокую клеточную проницаемость и аф-
финность к STING. В кислой среде в опухолевых 
клетках MSA‑2 формирует нековалентно связан-
ные димеры, которые взаимодействуют со STING. 
Комбинированная терапия MSA‑2 с анти-PD1 
показала большую эффективность [48].

Таким образом, исследование механизмов дей-
ствия агонистов STING–TBK1–IRF3 сигнального 
пути с целью выявления наиболее перспективных 
соединений для терапии разных типов рака являет-
ся крайне актуальной задачей и, как описано выше, 
в наши дни некоторые соединения уже дошли до 
клинических испытаний, но поиск новых эффек-
тивных агонистов для терапии рака продолжается.

IFI16 и AIM2

Белки IFI16 и AIM2, относящиеся к семейству 
PYHIN (также известные как р200 или HIN200), 
другие важные сенсоры нуклеиновых кислот, ко-
торые встают на защиту клеток при вторжении 
вирусов, бактерий и других патогенов, или соб-
ственной аберрантной цитоплазматической ДНК. 
У большинства белков этого семейства в структуре 
N‑концевого фрагмента находится пириновый 
домен (PYD), обеспечивающий белок-белковые 
взаимодействия, а С‑концевой фрагмент вклю-
чает один или два HIN200-домена, участвующие 
в связывании ДНК.

Белок IFI16 был одним из первых обнаружен-
ных цитоплазматических сенсоров ДНК (IFN 
γ-inducible protein 16), который реагирует на 
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присутствие в цитоплазме оцДНК и дцДНК [49]. 
IFI16 локализуется преимущественно в ядре и в не-
большом количестве в цитоплазме [50]. Струк-
тура доменной организации IFI16 представле-
на на рис. 4. В состав IFI16 входит N‑концевой 
PYD‑домен и два тандемных домена: HINa и HINb, 
содержащие олигонуклеотид/олигосахарид связы-
вающие складки (OB).

Показано, что связывание дцДНК с HIN‑доменами 
происходит по механизму кооперативного связывания 

и зависит от длины ДНК [52, 53]. Связывание 
с оцДНК или с дцДНК происходит в основном за 
счет электростатического взаимодействия. IFI16 
способен узнавать разную топологию ДНК [54]. 
Оба домена HINa и HINb связывают ДНК, но аф-
финность связывания различается [55]. HINa свя-
зывает ДНК быстрее, чем HINb. HINb связывает 
GC‑богатые ДНК сильнее, чем HINa. Домен HINb 
взаимодействует с двумя цепочками ДНК, в то вре-
мя как HINa взаимодействует с одной цепочкой 
ДНК. Предполагается два способа связывания 
ДНК с HIN‑доменами. Первый способ — линкер, 
соединяющий две олигонуклеотид/олигосахарид 
связывающие складки внутри домена, использу-
ется в качестве троса для связывания с ДНК, вто-
рой способ — петли внутри двух олигонуклеотид/
олигосахарид связывающих складок HIN‑домена 
используются для связывания ДНК [56, 57]. Пред-
полагается, что разные способы взаимодействия 
с ДНК, а также связь ДНК с разными доменами 
(взаимодействие с HINa ослабляет экспрессию 
IFN‑β, а взаимодействие с HINb усиливает IFN‑β 
[58]), могут приводить к двум разным иммунным 
ответам, а также в зависимости от типа вирусов, 
проникающих в клетку, IFI16 активирует различ-
ные способы борьбы с вирусами. При попадании 
генетического материала вирусов в ядро IFI16 пе-
ремещается к периферии ядра, ближе к ядерным 
порам, где связывает проникшую в ядро вирусную 
ДНК через HIN‑домены и олигомеризуется через 
PYD‑домен [59]. Известны следующие реакции 
в клетках в ответ на проникновение разных виру-
сов с участием IFI16: активация STING‑зависимого 
интерферонового ответа (при инфекции HSV‑1); 
формирование провоспалительного олигомер-
ного комплекса белков — инфламмасомы (при 
KSHV‑инфекции); активация каспазы‑1, иници-
ирующей пироптоз (при HI‑инфекции) [50, 60]. 
В макрофагах при подавлении экспрессии IFI16 
при стимуляции синтетической ДНК нарушалась 
продукция cGAMP, а при оверэкспрессии IFI16 
усиливалась продукция cGAMP, что дало основа-
ние предполагать, что IFI16 функционирует как 
кофактор cGAS, оказывая влияние на продукцию 
cGAMP и дальнейший STING‑зависимый сиг-
нальный каскад [61].

AIM2 (absent in melanoma 2) — другой белок из 
этого семейства, преимущественно экспрессирует-
ся в эпителиальных клетках кишечника, кератино-
цитах и моноцитарных линиях, способен распоз-
навать ДНК из разных источников (собственную 
ДНК, бактериальную и вирусную ДНК). Показано, 
что AIM2 узнает вирус коровьей оспы и мышиный 
цитомегаловирус [62]. Структурно AIM2 вклю-
чает два домена: N‑концевой пириновый домен 

Рис. 4. Схема доменной организации белка IFI16 
мыши (а) и  модель комплекса дцДНК с  HINa- 
и HINb-доменами, связанными между собой лин-
кером (красный цвет) (б) (адаптировано из [51], ис-
пользуется с разрешения издательства).

Рис.  5. Схема доменной организации AIM2 (а) 
и модель структуры PYD‑домена (лимонный цвет) 
и  комплекса дцДНК–AIM2 (б) (адаптировано из 
[63], используется с разрешения издательства). OB1, 
OB2 — олигонуклеотид/олигосахарид связывающие 
складки в составе HIN200-домена.
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(PYD) и C‑концевой HIN200-домен, соединен-
ных длинным линкером (рис. 5). HIN200-домен, 
заряжен положительно и связывает отрицательно 
заряженную ДНК [64].

Предполагается, что PYD‑домен в состоя-
нии покоя блокирует HIN‑домен посредством              
межмолекулярных взаимодействий, что предот-
вращает олигомеризацию PYD‑доменов. В случае 
связывания дцДНК PYD‑домен вытесняется из 
взаимодействия с HIN‑доменом и может взаимо-
действовать с адаптерным белком инфламмасомы 
ASC, также имеющим в своем составе PYD‑домен 
[56]. Sohn и соавторы предложили другую модель 
взаимодействия ДНК с AIM2. Они предполагают, 
что PYD‑домен не вовлечен в автоингибирование 
AIM2, а, наоборот, участвует в связывании с ДНК 
и последующей олигомеризации PYD‑доменов 
для формирования AIM2-инфламмасомы [65]. 
Исследование структуры HIN‑домена AIM2 со 
связанной ДНК показало, что ДНК взаимодей-
ствует с AIM2 через сахарофосфатный остов, то 
есть независимо от последовательности ДНК [56]. 
Сахарофосфатные остатки обеих цепочек ДНК 
(В‑форма) взаимодействуют с аргинином и лизи-
ном HIN‑домена через электростатическую связь. 
Например, для стимуляции продукции цитокинов 
(IL‑1β) при связывании ДНК с AIM2 требуется 
минимальная длина ДНК ~ 80 п. о. Результаты 
криоэлектронных исследований показали, что 
одну молекулу ДНК связывает множество молекул 

AIM2, которые способны взаимодействовать друг 
с другом через PYD‑домены и формировать длин-
ные спиральные нити с полой правосторонне за-
крученной структурой. Внутренний диаметр такой 
нити составляет ~ 20 Å, а наружный диаметр ~ 90 Å 
[66]. Нити, сформированные белком AIM2, явля-
ются инициирующим фактором для дальнейшей 
сборки инфламмасомы — супрамолекулярного 
мультибелкового комплекса, включающего адап-
терный белок ASC, способный взаимодействовать 
с CARD‑доменом прокаспазы‑1. После сборки 
инфламмасомы происходит автокаталитическое 
расщепление прокаспазы‑1 до каспазы‑1, которая 
конвертирует про-IL‑18 и про-IL‑1β в их активные 
формы, что приводит к воспалительному ответу 
и пироптозу [67].

Участие AIM2 в сигнальном каскаде STING 
пока остается плохо изученным. В ряде работ 
продукция интерферонов наблюдалась в AIM2-
дефицитных моделях. В спленоцитах AIM2-де-
фицитных мышей наблюдается повышенная экс-
прессия IFN‑β и других IFN‑индуцируемых генов 
[68]. В антигенпрезентирующих клетках (мышиные 
макрофаги и дендритные клетки) при стимуля-
ции ДНК in vitro наблюдалась активация AIM2-
инфламмасомы, каспазы‑1 и снижение продукции 
IFN‑β [69]. Предполагается, что эффективным 
дополнением стратегии повышения Т‑клеточного 
ответа при терапии рака за счет активации сигналь-
ного каскада STING, приводящего к продукции 
IFN‑β в опухолевом микроокружении, может стать 
ингибирование индукции AIM2-инфламмасомы. 
Действительно было показано, что, например, 
продукция цитокина IL‑1R ингибирует продук-
цию IFN‑β, а ингибирование AIM2-зависимой 
продукции интерлейкинов может повысить про-
дукцию интерферонов [70].

DAI (ZBP1)

Поиск цитоплазматических сенсоров ДНК, 
которые способны активировать сигнальный 
путь TBK1–IRF3, привел к идентификации DAI 
(DNA‑dependent activator of IRFs), известного так-
же как ZBP1 [71]. ZBP1 локализуется в цитоплаз-
ме и ассоциирован со стрессовыми гранулами 
и тельцами, участвующими в обороте мРНК [72]. 
Структура ZBP1 включает три ДНК‑связывающих 
домена, расположенных на N‑конце, и домены, 
участвующие в связывании TBK1 и IRF3, распо-
ложенные на С‑конце [73]. N‑конец состоит из 
2 тандемных Z-ДНК‑связывающих доменов (Zα и 
Zβ, ZBDs) и третьего ДНК‑связывающего региона 
(D3), способного связывать правозакрученную 
B‑форму ДНК [71] (рис. 6).

Рис. 6. Схема доменной организации ZBP1 (а) и мо-
дель структуры комплекса Z-ДНК c двумя молекула-
ми ZBP1 (б) (адаптировано из [71, 74], используется 
с разрешения издательства). а — Розовым показа-
ны Zα- и Zβ-домены, связывающие Z‑форму ДНК; 
желтым показан D3-регион, участвующий в связы-
вании правозакрученной В‑формы ДНК. б — дцДНК 
(коричневый цвет), молекулы ZBP1 (фиолетовый 
цвет).
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Структура ZBDs состоит из трех α-спиралей 
и трех β-складок, в составе которых находятся 
консервативные аминокислотные остатки, вов-
леченные в связывание с Z‑конформацией ДНК. 
Показано, что в узнавании доменами ZBDs зиг-
заг формы ДНК принимает участие α3-спираль 
и β-складки (β2 и β3) [74–76]. Важную роль играют 
положительно заряженные или полярные амино-
кислотные остатки, а также прямые ионные взаи-
модействия, водородные связи, образуемые фос-
фатными остатками остова ДНК и гидрофобные 
взаимодействия (Trp, Thr, Pro) [77]. Исследования 
показали, что оба домена Zα и Zβ одновремен-
но связываются с Z‑формой ДНК. При исследо-
вании Zβ-домена белка человека была показана 
уникальная кристаллическая структура домена, 
формируемая для узнавания Z‑формы ДНК, а также 
способность этого домена осуществлять конвер-
тацию В‑формы в Z‑форму [74]. Предполагается, 
что с одной молекулой дцДНК могут связаться 
2 молекулы DAI, что приводит к димеризации DAI 
и усилению иммунного ответа. Для активации силь-
ного иммунного ответа в ответ на ДНК необходимо 
наличие всех трех доменов в составе DAI [78].

Takaoka и соавторы продемонстрировали индук-
цию генов интерферонов I типа в ответ на дцДНК 
в мышиных фибробластах L929 с повышенным 
уровнем экспрессии DAI, а в клетках со снижен-
ной экспрессией DAI ингибирование их индукции 
[71]. После связывания дцДНК с DAI, DAI копре-
ципитирует одновременно с протеинкиназой TBK1 
и с транскрипционным фактором IRF3, что указыва-
ет на его прямую или непрямую ассоциацию с этими 

белками. Предполагается, что формирование данного 
комплекса ZBP1(DAI)–TBK1–IRF3 активирует IRF3 
и вызывает транслокацию IRF3 в ядро.

Дальнейшие исследования на DAI‑дефицитных 
мышах и эмбриональных фибробластах показали 
нормальный уровень продукции интерферонов 
в ответ на вирусную ДНК [79]. Снижение экспрес-
сии ZBP1 не оказывало влияние на активацию 
IRF3–TBK1 сигнального пути и продукцию IFN‑β 
в клетках A549 и HepG2 [80, 81]. В разных типах 
клеток экспрессия ZBP1 варьирует, а регуляция 
ZBP1 сигнальных каскадов представляется доволь-
но сложной, поскольку наряду с активацией IRF3 
в клетках активируется NF‑kB за счет присутствия 
в составе ZBP1 RHIMs-мотивов, вовлеченных 
в активацию протеинкиназ RIPK1 и RIPK3 [82]. 
Так, например, в кардиомиоцитах при действии 
доксорубицина происходит выход мтДНК в ци-
топлазму, что вызывает повышение экспрессии 
Zbp1, интерферонов I типа и других интерфе-
рон-стимулируемых генов (interferon-stimulating 
genes, ISGs). При снижении экспрессии Ifnar–/–, 
Sting–/–, и Zbp1–/– в кардиомиоцитах эффект доксо-
рубицина на экспрессию ISGs отсутствует. Выход 
мтДНК в цитоплазму кардиомиоцитов приводит 
к формированию комплекса ZBP1–cGAS–RIPK1–
RIPK3, фосфорилированию STAT1 и интерферо-
новому ответу. Формирование комплекса ZBP1–
cGAS происходит за счет связывания N‑концевого 
RHIM‑домена ZBP1 с ДНК‑связывающим до-
меном cGAS. Предполагается, что этот комплекс 
задействован в поддержании интерферонового от-
вета клетками при митохондриальной дисфункции 
[83]. Это дает основание полагать, что сигнальная 
ось ZBP1–cGAS–STING вовлечена в интерферо-
новый ответ в клетках сердца, а влияние на этот 
путь может снизить доксорубицин-индуцирован-
ную кардиотоксичность. Происходит ли формиро-
вание подобного комплекса между ZBP1 и cGAS 
в иммунокомпетентных клетках еще предстоит 
выяснить. Таким образом, ZBP1 (DAI) может быть 
крайне необходимым сенсором ДНК для актива-
ции интерферонового ответа, но активироваться 
в клетках в зависимости от их типа.

DDX41

DDX41 (DEAD‑box helicase 4) РНК‑хелика-
за — цитоплазматический сенсор нуклеиновых 
кислот, который участвует в узнавании вирусов, 
например, вируса HSV‑1 и аденовируса, в разных 
типах клеток: в миелоидных дендритных клет-
ках и мышиных дендритных клетках из костно-
го мозга и других. DDX41 относится к семей-
ству DExD/H‑box РНК‑хеликаз, вовлеченных 

Рис. 7. Схема доменной организации DDX41 (а), мо-
дель структуры закрытой конформации DEAD‑до-
мена (б) и докинг модель комплекса DEAD‑домена, 
связанного с дцДНК (в) (адаптировано из [85, 86], 
используется с разрешения издательства).
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в продукцию интерферонов I типа [84]. В структуре 
белка DDX41 присутствуют хеликазный домен 
(HELIC) и домен DEAD/H‑box, имеющие разные 
функциональные мотивы (рис. 7).

Домен HELIC содержит консервативные 
I- и Q‑мотивы, которые участвуют в связывании 
и гидролизе ATP, а DEAD‑домен содержит такие 
мотивы, как Q‑мотив, P‑петлю, Ia-мотив, Ib-мотив, 
мотив II, мотив III. Считается, что P‑петля в составе 
DEAD‑домена связывает дцДНК и циклические ди-
нуклеотиды, а также согласно модели молекулярного 
моделирования (докинг модель) предполагается, 
что в формирование сайта связывания ДНК вов-
лечены аминокислотные остатки: Arg267, Lys304, 
Tyr364, Lys381, расположенные на C‑конце. Домен 
HELIC, вероятнее всего, способен ингибировать 
связывание между DEAD/H‑box-доменом и его 
лигандами [87]. Предполагается прямое взаимо-
действие DDX41 со STING, которое приводит 
к повышению продукции интерферона I типа. 
Zhang и соавторы выявили, что из большего чис-
ла членов семейства DExD/H‑box-хеликаз только 
при нокауте DDX41 в миелоидных дендритных 

клетках и моноцитах человека значительно сни-
жается продукция IFN‑β в ответ на трансфекцию 
poly(dA‑dT). Интересно, что при заражении клеток 
РНК‑вирусами, такой эффект не был обнаружен. 
DDX41 является сенсором бактериальных вто-
ричных мессенджеров cGMP и cAMP, появление 
которых в цитоплазме приводит к активации ин-
терферон-зависимого иммунного ответа [88]. В мо-
ноцитах и макрофагоподобных клетках с нокаутом 
DDX41 нарушалась активация cGAS и STING [89]. 
На основании этих данных было сделано заключе-
ние о том, что DDX41 является STING‑зависимым 
сенсором ДНК. Однако в зависимости от типа кле-
ток и типа вируса, вовлечение DDX41 в те или иные 
сигнальные пути может отличаться. Так, напри-
мер, было показано, что подавление экспрессии 
DDX41 с помощью РНК‑интерференции (RNAi) 
в клетках hTERT не сильно влияло на продукцию 
IFN‑β при заражении клеток вирусной ДНК (HSV1 
или бакуловирус) [90].

Рис. 8. Схема доменной организации DNA-PKcs (а) и субъединиц Ku70, Ku80 человека (б), модель вторичной 
структуры димерного комплекса субъединиц Ku80 (фиолетовый цвет) и Ku70 (красный цвет) (в) и комплекса ДНК 
(желто-оранжевый цвет) с гетеродимером Ku70–Ku80 (г) (адаптировано из [94–96], используется с разрешения 
издательства). Аминокислота, после которой начинается специфичная для субъединицы Ku70 аминокислотная 
последовательность, отмечена голубой заполненной точкой.
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DNA-PK и MRE‑11

Белок ДНК‑зависимая протеинкиназа DNA-PK 
(DNA‑dependent protein kinase, catalytic subunit) 
вовлечен в репарацию разрывов и повреждений 
ДНК. При нахождении в ядре DNA-PK участвует 
в репарации разрывов дцДНК [91], а при нахож-
дении в цитоплазме участвует в иммунном ответе 
при проникновении патогенов [92]. DNA-PK от-
носится к семейству Ser/Thr PIKK‑протеинкиназ, 
способных к автофосфорилированию и фосфо-
рилированию других эффекторов репарации [93]. 
DNA-PK представляет собой гетеротримерный 
белковый комплекс (460 кДа), который включает 
три субъединицы: Ku70 (70 кДа), Ku80 (86 кДа) 
и каталитическую субъединицу DNA-PKcs.

Субъединица DNA-PKcs состоит из нескольких 
доменов: N‑концевого участка, включающего руку 
(красный цвет), мост (темно-фиолетовый цвет) 
и круговую секцию (сине-фиолетовый цвет); го-
ловки, включающей FAT (FRAP–ATM–TRRAP) 
(зеленый цвет), FRB (FKBP12-rapamycin-binding) 
(оранжевый цвет), киназный (желтый цвет) и FATC 
(FAT C‑terminal) (темно-зеленый цвет) домены 
(рис. 8а). Сайты связывания с Ku-субъединица-
ми располагаются в разных доменах на участках 

102–210, 2178–2248 и 2374–2394 аминокислот-
ной последовательности (а. п.). Участки 892–1289 
и 1503–1538 а. п., расположенные в круговой сек-
ции, связывают ДНК [97]. Субъединицы Ku70 
и Ku80 имеют схожую доменную структуру: N‑кон-
цевой α/β-домен; центральный домен, состоящий 
из β-бочонков; и специфический C‑концевой 
домен «рука», состоящий из спиралей (рис. 8б). 
N‑концевой α/β-домен относится к семейству 
vWA (Willebrand factor A) доменов, включающих 
6-цепочечные β-листы в складке Россмана, и уча-
ствует в ДНК репарации, но не принимает уча-
стие в прямом связывании ДНК, а также участвует 
в белок-белковых взаимодействиях. Центральный 
домен состоит из 7-цепочечных антипараллельных 
β-бочонков и участвует в связывании ДНК и ге-
теродимеризации. Связывание с ДНК не зависит 
от последовательности и имеет более высокую 
аффинность к дцДНК по сравнению к оцДНК. 
С‑концевой домен участвует в узнавании ДНК 
и взаимодействии с DNA-PKcs и структурно разли-
чается у субъединиц Ku70 и Ku80. На С‑конце субъ-
единицы Ku70 присутствует ДНК‑связывающий 
домен SAP (SAF-A/B, Acinus, and PIAS) (5 кДа). 
Предположительно этот домен стабилизирует взаи-
модействие Ku70 с ДНК [96] (рис. 8в). С‑концевой 

Рис. 9. Схема доменной организации MRE‑11 (а) и модель комплекса E. coli MRE11–RAD50 в состоянии покоя 
(б) и в связанном с ДНК состоянии (в) (адаптировано из [102, 103], используется с разрешения издательства). Свя-
зывание ДНК вызывает сдвиг в нуклеотид-связывающих доменах (NBD) и перестройки в MRE‑11, что приводит 
к формированию канала в области активных центров и зажиму концов ДНК. HLH — спираль-петля-спираль, CC — 
двойная спираль.
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домен субъединицы Ku80 (CTD) (19 кДа) вовлечен 
во взаимодействие с DNA-PKcs. Субъединицы 
Ku70 и Ku80 формируют гетеродимер, который 
совместно с третьей субъединицей DNA-PKcs 
образуют тройной комплекс, связывающий ДНК 
(рис. 8г, DNA-PKcs на рисунке не представлена). 
Аффинность связывания с ДНК падает в отсут-
ствие гетеродимера Ku70/Ku80 [98].

Участие субъединиц Ku70, Ku80 и DNA-PKcs 
в активации сигнального пути cGAS–STING 
и продукции интерферонов малоизучены. Fergu-
son и соавторы показали, что в цитоплазме фи-
бробластов, являющихся первичной мишенью 
вирусов, наблюдается высокая базовая экспрес-
сия белка DNA-PK, и при проникновении чужой 
ДНК он выступает как PRRs, связывая ДНК, запу-
скает транскрипцию генов интерферонов I типа, 
цитокинов и хемокинов с участием IRF3, TBK1 
и STING [92]. Известно, что субъединица Ku70 
вовлечена в процесс репарации ДНК и играет 
роль в связывании ДНК длиной свыше 500 п. о. 
и активации продукции интерферонов III типа 
посредством IRF1 и IRF7 [99]. При исследовании, 
выполненном на клетках с дефицитом STING, 

было показано, что DNA-PK реагирует на ДНК 
и активирует независимый от STING сигнальный 
путь SIDSP. У мышей с недостаточной экспрессией 
DNA-PKcs наблюдаются нарушения в продукции 
цитокинов в условиях стимуляции вирусной ДНK, 
но не вирусной РНК [100]. Таким образом, какие 
механизмы активации cGAS–STING сигнального 
пути приводят к продукции провоспалительных 
цитокинов с участием DNA-PK, еще предстоит 
выяснить.

Белок MRE‑11 участвует в репарации разрывов 
дцДНК, гомологичной рекомбинации и поддер-
жании длины теломеров. Данный белок обладает 
3’–5’ экзонуклеазной и эндонуклеазной актив-
ностью и взаимодействует с белком репарации 
ДНК RAD50 [101]. MRE‑11 состоит из нуклеаз-
ного домена, включающего четыре высококон-
сервативных фосфодиэстеразных мотива, и двух 
ДНК‑связывающих доменов: ДНК‑связывающий 
сайт А (407–421 а. о.) с кластером положитель-
но заряженных а. о. и ДНК‑связывающий сайт 
В (644–692 а. о.) с кластером отрицательно-заря-
женных а.о (рис. 9а).

На рис. 9б представлена модель комплекса диме-
ров RAD50 (оранжевый/желтый цвета) и MRE‑11 
(голубой/синий цвета) в покоящемся состоянии. 
В мономерах RAD50 показаны нуклеотид-связы-
вающие домены (NBD) и двойные спирали (СС). 
В мономере MRE‑11 обозначены несколько до-
менов: нуклеазный домен с автоингибированны-
ми активными сайтами, кэппинг-домен, линкер 
и C‑концевой HLH (helix-loop-helix, спираль-пет-
ля-спираль) домен, связывающий RAD50. Криоэ-
лектронная структура показывала, что в состоянии 
покоя ATP–RAD50 блокирует нуклеазный домен 
MRE‑11. В условиях связывания ДНК нуклеазный 
домен освобождается и образуется канал, где про-
ходит нуклеазная реакция на концах ДНК [103] 
(рис. 9в).

Известно, что белок MRE‑11, являясь сенсо-
ром ДНК, способен активировать STING [104]. 
Показано, что при мутациях в нуклеазном домене 
MRE‑11 стимуляция клеток ДНК вызывает более 
сильный иммунный ответ. Это дает основание 
полагать, что MRE‑11 может функционировать 
не только как сенсор ДНК, но и как регулятор, 
запускающий или подавляющий иммунный от-
вет. В свою очередь, RAD в составе комплекса 
RAD50–MRE‑11 также может связывать CARD9, 
что приводит к вовлечению в сигнальный каскад 
Bcl‑10 и активации NF‑kB, а также к продукции 
IL‑1β в ответ на связывание с ДНК [105]. Для уста-
новления детального механизма участия комплекса 
RAD50–MRE‑11 в STING‑зависимом сигнальном 

Рис. 10. Схема доменной организации TREX1 (а) 
и модель структуры гомодимера TREX1 (б) (адапти-
ровано из [106, 107], используется с разрешения из-
дательства). б — Мономеры TREX1 обозначены го-
лубым и фиолетовым цветами. Черным квадратом 
выделена область активного центра, где связывают-
ся ионы магния (зеленые сферы) и нуклеотид dТМP 
(желто-оранжевая структура), а также происходит 
связывание оцДНК. В  составе мономера присут-
ствует неупорядоченная петля (166–174 а. о.), прини-
мающая участие в связывании с дцДНК. Положение 
петли обозначено Ala165 и Lys175.
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пути, вызывающем продукцию цитокинов, необ-
ходимы дальнейшие исследования.

TREX1

Многие сенсоры нуклеиновых кислот распо-
ложены в цитоплазме, где появление ДНК явля-
ется неблагоприятным сигналом. Так, появление 
в цитоплазме собственной ДНК в результате де-
фектов различных механизмов удаления ДНК из 
цитоплазмы, может вызывать активацию провос-
палительных сигнальных каскадов. В устранении 
нуклеиновых кислот, накапливающихся в цито-
плазме и вызывающих активацию сигнальных 
каскадов врожденного иммунитета, принимает 
участие экзонуклеаза TREX1 (three prime repair 
exonuclease 1).

Белок TREX1 относится к семейству DEDD‑эк-
зонуклеаз, имеющих в составе консервативный 
Asp–Glu–Asp–Asp-мотив и обладающих 3’-экзо-
нуклеазной активностью. Белки из этого семейства 
удаляют лишние нуклеотиды с 3’-конца оцДНК 
при репликации и/или репарации. Структурно 
TREX1 (молекулярный вес 32 кДа, 314 а. о.) состо-
ит из трех доменов с экзонуклеазной активностью 
(экзонуклеазный домен I, II, и III) и полипроли-
нового домена (PPII), расположенных на N‑конце, 
а также С‑концевой области (80 а. о., с большим 
количеством Leu), включающей один трансмем-
бранный домен, который участвует в клеточной 
локализации фермента в ЭПР (преимущественно 
в перинуклеарном пространстве) (рис. 10а). TREX1 
функционирует в качестве гомодимера, причем 
структура сформированного димера TREX1 уни-
кальна среди белков этого семейства и определяет 
его каталитическую активность [106–108] (рис. 10б). 
Известно, что С‑конец TREX1 способен взаимо-
действовать с гликозилирующим комплексом (OST) 
и комплексом репарации ДНК (SET).

TREX1 вовлечен в иммунную регуляцию в от-
вет на вирусную инфекцию. При инфицировании 
HIV1 в клетках снижалось количество вирусной 
ДНК за счет работы TREX1, что предотвращало 
активацию STING‑зависимого сигнального пути 
[109]. Предполагается, что TREX1 выступает в роли 
отрицательного регулятора врожденного иммун-
ного ответа путем деградации аберрантной ДНК 
(оцДНК, ретроэлементы и др.), препятствуя ее 
накоплению в цитоплазме и отменяя стимуляцию 
STING‑опосредованной продукции интерфе-
ронов I типа в иммунных и опухолевых клетках 
[110]. При мутациях в гене Trex1 или подавлении 
экспрессии Trex1 у мышей происходит повышение 
продукции интерферона и развитие серьезных 
аутоиммунных заболеваний (системная красная 

волчанка, амиотрофический латеральный склероз 
и др.) [111–113].

Вопрос о том, как TREX1 способен активиро-
вать сигнальный путь cGAS–STING остается ма-
лоизученным. Возможно, между TREX1 и STING 
существует какое-то прямое или непрямое взаимо-
действие, поскольку и TREX1, и STING локализу-
ются в ЭПР. Однако важно отметить, что TREX1 
в качестве субстрата использует оцДНК, тогда как 
STING преимущественно активируется дцДНК. 
Получение животных с одновременным нокаутом 
TREX1 и STING поможет понять степень взаимо-
действия между этими белками, а также устано-
вить роль TREX в активации STING‑зависимой 
продукции интерферонов. Несмотря на то, что 
механизмы участия TREX в индукции интерферона 
требуют более детального изучения, в настоящее 
время разработка ингибиторов TREX1 является 
одной из стратегий активации сигнальных путей, 
приводящих к продукции провоспалительных ци-
токинов. Уже был синтезирован ингибитор TREX1, 
CPI‑381, и исследовано его влияние на активацию 
сигнального каскада cGAS–STING в условиях in 
vitro и противоопухолевое действие в условиях in 
vivo. CPI‑381 вызывал продукцию cGAMP в клет-
ках B16F1 после трансфекции ДНК. В клетках 
THP‑1 наблюдалась повышенная экспрессия клю-
чевых интерферон-стимулируемых генов. В клет-
ках B16F10, MB49, MC38, CT26 с нокаутом TREX 
повышалась секреция IFN‑β. У мышей с сингенной 
опухолью, вызванной клетками MC38, отмечалось 
снижение роста опухолей, как при лечении CPI‑381, 
так и в комбинации с анти-PD1-терапией [114].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разнообразие внутриклеточных сенсоров нукле-
иновых кислот, участвующих в активации cGAS–
STING сигнального пути, индуцирующего иммун-
ный ответ, открывает широкие возможности для 
применения агонистов или антагонистов этих сен-
соров с целью повышения или снижения иммун-
ного ответа при онкологических и других заболе-
ваниях. Однако для использования этой стратегии 
в терапии рака на практике потребуется провести 
большое количество исследований, посвященных 
определению состояния молекулярно-генетиче-
ского профиля cGAS–STING сигнального пути 
в разных типах опухолей, в связи с тем, что в неко-
торых типах рака (рак толстой кишки и меланома) 
STING‑зависимый сигнальный путь подавлен 
из-за генетических мутаций или эпигенетической 
регуляции промоторов STING/cGAS, что приво-
дит к невозможности продукции цитокинов и их 
участию в иммунологическом надзоре [115]. Таким 
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образом, для разработки STING‑таргетированной 
терапии могут потребоваться персонализирован-
ные протоколы, учитывающие особенности cGAS–
STING сигнального пути конкретных пациентов.
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Currently, foreign DNA or RNA sensor proteins, which play an important role in innate immunity, are 
of great interest as a new avenue for cancer immunotherapy. Agonists of these proteins can activate 
signaling cascades in immune cells that cause the production of cytokines, in particular type I interferons, 
which have a powerful cytotoxic effect. This review examines the functioning of cytoplasmic nucleic acid 
sensors such as cGAS, STING, IFI16, AIM2, DAI, DDX41, DNA-PK, MRE‑11, and TREX1 involved 
in activating the production of various cytokines.
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КЛЕТОЧНАЯ МОДЕЛЬ ДЛЯ АНАЛИЗА РОЛИ IRBIT В РЕГУЛЯЦИИ 
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В геномах позвоночных три гена кодируют субъединицы IP3-рецепторов, включая IP3R1, IP3R2 
и IP3R3. Хотя их первичные аминокислотные последовательности высоко гомологичны, гомоте-
трамерные IP3 рецепторы, формируемые IP3R1, IP3R2 и IP3R3 в мембране эндоплазматического 
ретикулума, заметно различаются по своим функциональным свойствам и регуляторным меха-
низмам. В частности, активность IP3R1 специфически регулируется белком IRBIT (IP3R binding 
protein released with IP3), который является конкурентом IP3 за связывание с IP3R1. В свою оче-
редь, аффинность связывания IRBIT с IP3R1 регулируется фосфорилированием. С использова-
нием технологии CRISPR/Cas9 для редактирования генома клеток линии HEK-293, в настоящей 
работе были получены две моноклональные клеточные линии для анализа роли IRBIT и ассоци-
ированных регуляторных механизмов в контроле активности IP3R1. В одной линии (HEK-IP3R1) 
были инактивированы гены IP3R2 и IP3R3, но оставлен функциональным IP3R1. На основе этой 
линии была получена линия HEK-IP3R1/IRBIT, в клетках которой был инактивирован ген 
IRBIT (AHCYL1). С использованием микрофотометрии и Ca2+-зонда Fluo-4 проведен сравни-
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ком диапазоне концентраций по принципу «все или ничего», и, что клетки HEK-IP3R1/IRBIT 
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ВВЕДЕНИЕ

Паракринные и аутокринные регуляторные 
системы модулируют разнообразные клеточные 
функции при участии первичных медиаторов и их 
мишеней — молекулярных рецепторов, функцио-
нирующих на плазмалемме клеток. Эти рецепто-
ры сопряжены с различными внутриклеточными 
сигнальными системами, среди которых фосфои-
нозитидный каскад вовлечен в трансдукцию мно-
гих агонистов. В основе его функционирования 
лежат стимул-зависимая активация фосфолипазы 
С (phospholipase C, PLC), катализируемый PLC 
гидролиз фосфолипида PIP2 (phosphatidylinosi-
tol 4,5-bisphosphate) и продукция двух вторичных 
медиаторов IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphat) и DAG 
(diacylglycerol) [1, 2]. Многие агонисты поверх-
ностных рецепторов, включая гептаспиральные 
рецепторы (G‑protein coupled receptors, GPCRs) 

и рецептор тирозинкиназы (receptor-tyrosine kinases, 
RTK), инициируют мобилизацию внутриклеточно-
го Са2+ при участии фосфоинозитидного каскада 
в клетках самых разнообразных фенотипов [1–3]. 
Сигнальная роль IP3 преимущественно сводится 
к стимуляции выброса депонированного Ca2+ через 
IP3-рецепторы (IP3R), которые являются внутри-
клеточными Са2+-каналами, функционирующими 
в эндоплазматическом ретикулуме и некоторых 
других внутриклеточных органеллах [2, 4].

Геномы позвоночных содержат три гена, IP3R1, 
IP3R2 и IP3R3, кодирующих субъединицы IP3R. Не-
смотря на высокую степень гомологии первичных 
последовательностей, IP3R1, IP3R2 и IP3R3 заметно 
различаются по своим биофизическим свойствам 
и характеризуются разными регуляторными меха-
низмами и чувствительностью к IP3 и Са2+ [5, 6]. 
В частности, активность IP3R1 контролируется 
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направленно вносить двухцепочечные разрывы 
в геномный локус, комплементарный короткой 
последовательности РНК (РНК‑гиду), обеспе-
чивающей доставку редактирующего комплекса 
к выбранному участку. Прилегающий к РНК‑гиду 
мотив PAM в редактируемой области позволяет 
пространственно ориентировать фермент для оп-
тимального гидролиза ДНК‑мишени [12].

1.1. Конструкция для направленного редакти-
рования генов IP3R2 и IP3R3. В работе использо-
вана клеточная линия HEK-IP3R1, которая была 
получена ранее как HEK293/ΔIP3R2/ΔIP3R3 [11]. 
Поиск оптимальных протоспейсеров проводил-
ся на последовательностях мРНК генов IP3R2 
(база данных GenBank NM_002223.4) и IP3R3 
(GenBank NM_002224.4). Для внесения редакти-
рующего комплекса в клетки HEK-293 использо-
ван pGuide-it-tdTomato Vector, содержащий ген 
Cas9, слитый с красным флуоресцентным белком 
и позволяющий экспрессировать РНК‑гид под 
контролем промотора U6. Дизайн нуклеотидных 
последовательностей для экспресссии РНК‑гида 
для редактирования генов IP3R2 и IP3R3 описан 
в [11]. Олигонуклеотидные дуплексы клонирова-
ли по липким концам в коммерческую плазмиду 
pGuide-it-tdTomato Vector (Takara, США). Кор-
ректность полученных конструкций в плазмидах 
pTomato/IP3R2 и pTomato/IP3R3 подтверждали 
секвенированием.

1.2. Конструкция AIO-GFP/IRBIT для направ-
ленного редактирования белка IRBIT. Для инакти-
вации гена IRBIT (AHCYL1) использована генети-
ческая конструкция на основе вектора AIO-GFP 
(Addgene), кодирующего Cas9-D10A с никазной 
активностью в одной рамке считывания с зеле-
ным флуоресцентным белком два РНК‑гида, ком-
плементарные близкорасположенным участкам 
ДНК в редактируемой области. Вектор AIO-GFP 
был предоставлен Steve Jackson (Addgene plasmid 
# 74119; http://n2t.net/addgene:74119). Для созда-
ния конструкции синтезировали две пары вза-
имно-комплементарных олигонуклеотидов: 
5'-accgAGCAGGCAGAATTTGGACGC‑3' и 5'- 
aaacGCGTCCAAATTCTGCCTGCT‑3', соответ-
ствующие РНК‑гиду со «смысловым» спейсером, 
и 5'-accgGTTGGTTTGCTGCTTCTCTC‑3', и 5'-aa
acGAGAGAAGCAGCAAACCAAC‑3', соответству-
ющие РНК‑гиду с «антисмысловым» спейсером. 
Для формирования дуплексов синтезированные 
олигонуклеотиды сначала фосфолирировали, а за-
тем проводили отжиг. В вектор AIO-GFP последо-
вательно клонировали сначала «антисмысловой» 
дуплекс по сайту BbsI (Thermo Scientific). Плаз-
мидный клон анализировался на вставку нужного 
фрагмента ДНК путем ПЦР с колоний с прай-

белком IRBIT, который ингибирует связывание 
IP3 с этой изоформой [7].

В разных клетках обычно функциональны две 
и даже все три изоформы IP3R, активность каждой 
из которых находится под контролем различных 
механизмов [8, 9]. Это затрудняет анализ специ-
фической роли IP3R данного типа в физиологии 
различных клеток. Представляется, что клеточные 
линии с единственной функциональной изофор-
мой IP3R могут быть эффективной модельной 
системой для анализа биофизических, фарма-
кологических и функциональных свойств IP3R 
различных подтипов.

Клетки линии HEK‑293 широко используют-
ся как модельная гетерологическая система для 
экспрессии рекомбинантных белков и исследо-
вания рецепторных систем, механизмов внутри-
клеточной сигнализации и ионного транспорта. 
В этих клетках функционируют все три изоформы 
IP3R [10]. Ранее нами отрабатывалась методоло-
гия инактивации генов IP3-рецепторов в клетках 
HEK‑293 с использованием системы геномного 
редактирования CRISPR/Cas9 [11]. В данной ра-
боте нами получена моноклональная линии клеток 
для анализа роли IRBIT в контроле активности 
IP3R1. В исходной линии (HEK-IP3R1) инактиви-
рованы гены IP3R2 и IP3R3, но оставлен функци-
ональным IP3R1. На основе этой линии получена 
линия HEK-IP3R1/IRBIT, в клетках которой 
был инактивирован ген IRBIT. С использованием 
микрофотометрии проводился сравнительный 
анализ агонист-индуцированной Са2+-сигнализа-
ции в клетках этих линий. Клетки стимулирова-
лись ацетилхолином (ACh), который был наиболее 
эффективным агонистом в том отношении, что 
инициировал Са2+-ответы в наиболее предста-
вительной клеточной субпопуляции. В частности, 
показано, что клетки HEK-IP3R1/IRBIT менее 
чувствительны к этому агонисту по сравнению 
с клетками HEK-IP3R1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1. Создание экспрессионных кассет для системы 
CRISPR/Cas9

Редактирование клеточного генома с исполь-
зованием технологии CRISPR/Cas9 позволяет 
манипулировать рецепторными, сигнальными 
и эффекторными белками и, следовательно, яв-
ляется эффективным подходом как к познанию 
их индивидуального вклада во внутриклеточные 
процессы, так и с точки зрения направленного 
изменения клеточных функций. Эта технология 
основывается на способности эндонуклеазы Cas9 
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мерами 5'-accgGTTGGTTTGCTGCTTCTCTC‑3' 
и  5'-CTTGATGTACTGCCAAGTGGGC‑3'. 
Плазмиды из клонов, содержащих вставку про-
тоспейсера, подвергали рестрикции по сайту 
BsaI (Thermo Scientific) и лигировали со «смыс-
ловым» дуплексом, наличие вставок в век-
торе также подтверждалось ПЦР с колоний 
(ScreenMix-HS (UDG), Евроген) с праймерами 
5'-accgAGCAGGCAGAATTTGGACGC‑3' и 5' 
CTTGATGTACTGCCAAGTGGGC‑3' для «смысло-
вого» спейсера. Наличие интегрированных спей-
серов в полученной плазмиде pAIO/IRBIT под-
тверждали секвенированием (Евроген).

1.3. Синтез донорной матрицы для направлен-
ного внесения мутаций в редактируемый участок. 
Двухцепочечная матрица для гомологичной ре-
комбинации была создана с помощью реакции 
ПЦР по механизму «overlap extension» с приме-
нением мегапраймеров. Амплификация прово-
дилась на геномной ДНК, выделенной из клеток 
HEK293, при помощи HS-Taq полимеразы (Ев-
роген). В первом раунде параллельно ставились 
две реакции ПЦР с одним внешним (либо А, либо 
D) и одним внутренним праймером для мутагенеза 
(C или B). Полученные ПЦР‑фрагменты очищали 
коммерческим набором MinElute Purification Kit 
(Qiagen). Сконструированные в ходе первого раун-
да два отдельных ПЦР‑фрагмента использовались 
в следующем раунде ПЦР для синтеза матрицы, 
содержащей целевые мутации с использованием 
ДНК‑полимеразы PrimeSTAR Max Premix (Takara 
Bio). Полученный двухцепочечный фрагмент очи-
щали на магнитных частицах CleanMag DNA (Ев-
роген), одноцепочечную донорную конструкцию 
получали из dsDNA путем гидролиза антисмыс-
ловой нити dsDNA ферментом Strandase (Takara 
Bio) из набора Guige-it™ Long ssDNA Strandase 
Kit (Takara Bio). Синтезированная одноцепочеч-
ная матрица очищалась повторно на магнитных 
частицах CleanMag DNA.

2. Культивирование и трансфекция клеток линии 
НЕК-293

Трансфекцию вектором pAIO/IRBIT (1 мкг) 
и одноцепочечной матрицей ssDNA (1 мкг) клеток  
HEK-IP3R1 осуществляли в 12-луночном планшете 
(TPP) при помощи набора реагентов Lipofectamin 
3000 (Invitrogen) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Через 72 ч после трансфекции клетки 
анализировали по интенсивности флуоресцен-
ции с помощью сортера клеток FACSAria SORP 
(BD Biosciences). Для получения моноклонов оди-
ночные клетки с наибольшим уровнем флуорес-
ценции помещали в 96-луночные планшеты, при 

достижении 50–70% конфлюентности клеточ-
ные клоны последовательно переносили в лунки 
с большей ростовой поверхностью, используя 
24-, 12- и 6-луночные планшеты. Клеточные мо-
ноклоны культивировали в среде DMEM (Gibco) 
с высоким содержанием глюкозы с добавлени-
ем 10–15% эмбриональной бычьей сыворотки 
(HyClone), 100 мг/мл гентамицина (Sigma), 4 мМ 
L‑глутамина (Sigma) при 37 °C в условиях 5% CO2.

3. Определение мутаций, полученных 
с использованием сиcтемы CRISPR/Cas9-D10A

3.1. Оценка эффективности работы CRISPR/
Cas9-D10A с помощью рестрикционного ана-
лиза. Для рестрикционного анализа собира-
ли всю популяцию клеток с высоким уровнем 
флуоресценции, осаждали центрифугировани-
ем и использовали для выделения ДНК с по-
мощью набора Qiagen. Амплификацию фраг-
ментов для анализа проводили с использова-
нием специфичных праймеров (IRBIT_For) 
5’ATCCAGATGGGACCAAGTACCTC и (IRBIT_
Rev) 5’GGAAGAGAGAACAAAATCCCAAGAC 
и ДНК‑полимеразы 5X ScreenMix-HS (Евроген, 
Россия). Часть ПЦР‑фрагмента подвергали гидро-
лизу XhoI, часть — клонировали в вектор pJET1.2/
blunt (Thermo Schientific). Для выявления направ-
ленной мутации 10 индивидуальных плазмидных 
клонов секвенировали.

3.2. Генерация и проверка нокаутных клонов IRBIT. 
В отобранных после трансфекции редактирую-
щим вектором моноклонах клетки лизировали 
и экстрагировали из них геномную ДНК с ис-
пользованием QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). 
Полученная геномная ДНК служила матрицей 
для ПЦР‑амплификации с использованием ше-
сти комбинаций специфичных праймеров, вклю-
чая IRBIT_For, IRBIT_Rev и олигонуклеотиды, 
соответствующие протоспейсерам (sF; sR; asF; 
asR) (табл. 1). Условия реакции аналогичны опи-
санным в разделе 3.1. Для точной локализации 
мутаций для каждого моноклона с выявленными 
редактирующими событиями была приготовлена 
клонотека ПЦР‑фрагментов целевого участка, 
соответствующих обеим аллелям. Очищенные 
ПЦР‑фрагменты клонировали в вектор pJET1.2/
blunt по тупым концам с использованием набора 
CloneGet PCR Cloning Kit (Thermo Schientific), 
лигазной смесью трансформировали компетент-
ные клетки Escherichia coli XL1-blue (Евроген), ко-
лонии тестировали на присутствие вставки ПЦР 
с праймерами pJETF F/R (ScreenMix-HS (UDG) 
(Евроген). Продукты ПЦР очищали при помощи 
набора QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Для 
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выявления indel-мутаций очищенные амплико-
ны не менее чем 10 индивидуальных клонов для 
каждой клонотеки, соответствующей одному мо-
ноклону трансфицированных клеток HEK-IP3R1 
были секвенированы (Евроген).

4. Мониторинг внутриклеточного Ca2+

Для фотометрического эксперимента клетки 
экстрагировали из культуральной чашки 0.25% 
раствором трипсина (Sigma-Aldrich), а затем при-
крепляли ко дну фотометрической камеры с по-
мощью адгезивного материала Cell Tak (Corning). 
При дальнейших манипуляциях клетки находились 
во внеклеточном растворе, содержащем (мМ): 
130 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES, pH 
7.4, 10 глюкозы. Для загрузки флуоресцентным 
Ca2+-зондом Fluo‑4 клетки инкубировали в при-
сутствии проникающего предшественника Fluo‑4 
AM (4 мкМ) и детергента Pluronic (0.02%) (оба 
Molecular Probes) при комнатной температуре 
в течение 30 мин. Затем клетки отмывали вне-
клеточным раствором и выдерживали в нем при 
комнатной температуре в течение 1 ч.

Фотометрические эксперименты проводили 
с использованием инвертированного флуоресцент-
ного микроскопа Axiovert 135 (Zeiss), оборудован-
ного объективом Plan NeoFluar 20×/0.75 и цифро-
вой EMCCD камерой LucaR (Andor Technology). 
В соответствии со спектральными характеристи-
ками Fluo‑4 флуоресценцию клеток возбуждали 
на длине волны 480 ± 10 нм, эмиссию регистри-
ровали в области 520 ± 20 нм. Изменение уровня 
Са2+ в цитоплазме оценивали по относительному 
изменению интенсивности флуоресценции Fluo‑4 
ΔF/F0, где ΔF = F — F0, F и F0 — интенсивность эмис-
сии Са2+-индикатора в текущий момент времени 
и в начале регистрации, соответственно. Количе-
ственный фотометрический анализ изображений 
осуществляли с использованием программы NIS 
Elements (Nikon). Полученные эксперименталь-
ные данные обрабатывали с помощью программы 
Sigma Plot 12.5 (Systat Software Inc).

Вещества, использовавшиеся в физиологи-
ческих экспериментах, приобретались в Sigma-
Aldrich (соли, буферы, глюкоза) и Tocris Bioscience 
(ACh).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Интересной особенностью IP3R1-изоформы 
является то, что ее IP3-зависимая активность спец-
ифически регулируется белком IRBIT. Поэтому 
основной целью данной работы было создание 
моноклональной клеточной линии HEK-IP3R1, 

в которой функционирует только IP3R1 и экспрес-
сируется ген IRBIT с последующим его нокаутом 
и получением моноклональной линии HEK-IP3R1/
ΔIRBIT. Сравнительный анализ Са2+-сигнализа-
ции в клетках HEK-IP3R1 и в клетках HEK-IP3R1/
ΔIRBIT мог бы позволить выяснить роль IRBIT 
в регуляции IP3R1 в условиях естественного 
микроокружения.

Конструкции для направленного редактирования 
на основе технологии CRISPR/Cas9

Получение линии клеток HEK-IP3R1. Ранее пу-
тем последовательной инактивации генов IP3R3 
и IP3R2 были получены клеточные линии с двой-
ным нокаутом IP3-рецепторов [11]. Для генети-
ческих манипуляций был использован вектор 
pGuide-it-td Tomato, полученные моноклоны те-
стировались методом RGEN-RFLP (RNA‑guided 
engineered nucleases). После двухэтапного тести-
рования был отобран моноклон с биаллельными 
мутациями, приводящими к смещению открытой 
рамки считывания гена IP3R3 (табл. 1). На одной 
аллели обнаружена делеция 50 п. н., приводящая 
к образованию укороченного белка — 16 амино-
кислот. На другой аллели имеется делеция 2 п. н., 
приводящая к смещению открытой рамки счи-
тывания после 9-й аминокислоты и появлению 
стоп-кодона после 32-й аминокислоты. В полу-
ченной линии HEK-ΔIP3R3 с использованием 
вектора pGuide-it-tdTomato затем инактивиро-
вался ген IP3R2. Инактивирующие мутации вы-
бранного моноклона с биаллельными мутациями 
IP3R2 носили следующий характер: делеция 8 п. н., 
приводящая к смещению открытой рамки счи-
тывания после 17-й аминокислоты, и появление 
стоп-кодона после 31-й аминокислоты, и инсерция 
1 п. н., приводящая к смещению открытой рамки 
считывания после 17-й аминокислоты и появлению 
стоп-кодона после 34-й аминокислоты (табл. 2). 
В полученной линии HEK-IP3R1 интактным оста-
ется ген IP3R1.

Получение линии клеток HEK-IP3R1/ΔIRBIT. 
Линия HEK-IP3R1 использована как базовая для 
направленного редактирования IRBIT. На смыс-
ловой и антисмысловой нитях ДНК проведен по-
иск близко расположенных протоспейсеров для 
редактирования с помощью системы CRISPR/
Cas9–10А. На участке второго экзона гена IRBIT 
человека (NC_000001.11) на расстоянии 37 п. н. друг 
от друга были выбраны последовательности смыс-
лового и антисмыслового протоспейсеров, флан-
кированные на 3’-конце PAM‑мотивами (рис. 1).

При создании конструкции на основе вектора 
AIO-GFP (Addgene) учитывалось, что используемая 
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никазная система, экспрессирующая нуклеазу 
Cas9-D10A, должна обеспечивать внесение тре-
буемой мутации с минимизацией количества 
off-target-эффектов за счет наличия двух РНК‑ги-
дов, направляющих редактирующий комплекс 
к целевому локусу генома [12]. Для данной ра-
боты это было особенно важно с точки зрения 
сохранения интактного генетического окружения 
родительской линии HEK-IP3R1, обеспечиваю-
щей реализацию сигнальных процессов с участи-
ем IP3R1 рецептора. Нами не было зарегистри-
ровано каких-либо фенотипических различий 
линий HEK-IP3R1 и вновь полученной линии 
HEK-IP3R1/ΔIRBIT.

Создание донорной матрицы для направленной ре-
парации разрыва ДНК по механизму гомологической 
рекомбинации. Для предварительного тестирова-
ния работоспособности выбранной нами редак-
тирующей системы на основе никазы Cas9-D10A 
мы использовали явление гомологичной реком-
бинации в присутствии донорной однонитевой 
матрицы (ssDNA), содержащей сайт для расще-
пления рестриктазой. Замена нативной последова-
тельности на контекст, присутствующий в ssDNA, 

подтверждает факт редактирующего события в вы-
бранной области. Донорная матрица содержала 
одну нуклеотидную замену в области протоспей-
сера, с помощью которой вводился искусственный 
сайт рестрикции XhoI, а также точечную делецию 
одного нуклеотида, необходимую для исчезновения 
антисмыслового сайта РАМ, узнаваемого никазой 
Cas9–10A, и два плеча гомологии 358 и 287 п. н. 
Направленная мутация состояла в одиночной ну-
клеотидной замене C/T и делеции ∆C (рис. 2).

Двухцепочечная матрица была создана с помо-
щью трехступенчатой реакции ПЦР на геномной 
ДНК, выделенной из клеток HEK293, по механиз-
му «overlap extension» с применением мегапрайме-
ров (рис. 3а, 3б). Создание длинной одноцепочеч-
ной донорной матрицы из dsDNA осуществляли 
в реакции гидролиза антисмысловой нити dsDNA 
ферментом Strandase (Takara Bio). Действие стран-
дазы заключается в расщеплении нефосфорили-
рованной нити двухцепочечной ДНК‑матрицы. 
При получении dsDNA методом ПЦР в реакции 
использовался верхний фосфорилированный 
праймер А (IRBIT_For), поэтому антисмысло-
вая нить dsDNA осталась нефосфорилированной, 

Таблица 1. Нуклеотидная последовательность использованных праймеров

Название праймера Последовательность

sF 5'-accgAGCAGGCAGAATTTGGACGC3'

sR 5'- aaacGCGTCCAAATTCTGCCTGCT3'

asF 5'-accgGTTGGTTTGCTGCTTCTCTC3'

asR 5'-aaacGAGAGAAGCAGCAAACCAAC3'

IRBIT_For 5’-ATCCAGATGGGACCAAGTACCTC3'

IRBIT_Rev 5’-GGAAGAGAGAACAAAATCCCAAGAC3'

Irb mut For (XhoI) 5’-TGATGAGGTTTCTCTCGAGAGAAGCAGCAAACC3'

Irb mut Rev (XhoI) 5’-TTGCTGCTTCTCTCGAGAGAAACCTCATCATCAGAG3'

AIOseq 5'-CTTGATGTACTGCCAAGTGGGC3'

pJET R 5'-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC3'

pJET F 5' AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG3'

Рис. 1. Локализация протоспейсеров (отмечены синим) и PAM‑мотивов (отмечены красным) на смысловой и ан-
тисмысловой цепях ДНК 2-го экзона гена IRBIT человека (NC_000001.11) для действия никазы Cas9–10A.
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При секвенировании клонотек, полученных при 
клонировании целевого участка 645 п. н., в клетках 
были выявлены разные типы мутаций, возник-
шие как результат репарационных процессов по 
механизму гомологичного и негомологического 
соединения концов. Из 10 образцов клонотеки два 
варианта относились к результатам гомологичной 
рекомбинации, восемь мутаций (как делеции, так 
и инсерции) возникли в процессе негомологичной 
рекомбинации.

Анализ индивидуальных клеточных моноклонов 
с нокаутом гена IRBIT. После подтверждения ре-
дактирующей способности конструкции pAIO/
IRBIT с использованием донорной матрицы ssDNA 
на популяции клеток, была проведена повторная 
трансфекция. Для получения моноклонов отбира-
ли клетки, обладающие наибольшей интенсивно-
стью флуоресценции с помощью сортера клеток 
FACSAria SORP (BD Biosciences).

При использовании системы CRISPR/Cas9 и ее 
производных большинство мутаций возникают 
в сайтах двунитевых разрывов вблизи протоспей-
серов. Для отбора моноклонов с мутациями мы 
использовали ПЦР с различными комбинациями 
праймеров, в том числе лежащих в области прото-
спейсоров: ПЦР1 — праймер 1 (IRBIT_For) и 4 (asF); 
ПЦР2 — праймер 1 (IRBIT_For) и 6  (sR); ПЦР3 — 
праймер 5 (asR) и 2 (IRBIT_Rev); ПЦР4 — праймер 
3 (sF) и 2 (IRBIT_Rev); ПЦР5 — праймер 3 (asR) и 6 
(sR) (рис. 5а, 5б). В немодифицированном целевом 
локусе все варианты комбинаций будут обеспе-
чивать синтез ПЦР‑продуктов (рис. 5в). В клонах 
с мутациями при использовании комбинаций с вну-
тренними праймерами, которые могли отжигаться 
и на верхнюю, и на нижнюю цепь ДНК в участке 
редактирования ПЦР‑продукты, соответствующие 
дикому типу, будут отсутствовать. Этот метод гораз-
до более точно отражает произошедшие события 
в месте внесенного двухцепочечного разрыва, и по-
зволяет отслеживать внесение мутаций в областях 
двух разных протоспейсерных мотивов. Данный 
метод прост в исполнении и не требует затрат на 
дорогостоящие ферменты, по сравнению с другими 
методами оценки эффективности работы систем 
CRISPR/Cas9. Таким образом, данные праймеры 
могут амплифицировать только аллели дикого 

Рис. 2. а — Последовательность дикого типа локуса редактирования гена IRBIT. б — Направленная мутация до-
норной матрицы (одиночная нуклеотидная замена C/T и ∆C), приводящая к исчезновению антисмыслового PAM 
и возникновению в ssDNA‑доноре размером 645 п. н. сайта XhoI CTCGAG.

а следовательно, расщеплялась страндазой. По-
лученная ssDNA мигрировала при электрофо-
резе быстрее, чем dsDNA того же нуклеотидного 
состава (рис. 3в).

Отбор стабильных клеточных моноклонов с но-
каутом гена IRBIT. Наиболее трудоемким и до-
рогостоящим этапом в получении генетически 
модифицированных клеточных линий эукариот 
является стадия выявления биаллельных мутаций, 
обеспечивающих полную инактивацию целевого 
гена. Для идентификации мутаций используются 
разные подходы [13, 14]. Для оценки работоспо-
собности РНК‑гида и матрицы мы использовали 
стратегию рестрикционного анализа редактируе-
мого локуса после гомологичной рекомбинации 
с участием донорной ssDNA.

Оценка работоспособности РНК‑гида и матри-
цы. Для доставки сконструированных плазмиды 
и одноцепочечной матрицы ssDNA в клетки линии 
человека HEK‑293 была использована химическая 
трансфекция с помощью агента Lipofectamine 
3000 (Invitrogen). Для подтверждения направлен-
ной репарации двухцепочечного разрыва ДНК 
по механизму гомологической рекомбинации 
в трансфицированных клетках через 72 ч после 
трансфекции была проведена ПЦР‑амплификация 
геномной ДНК с ген-специфическими праймера-
ми (IRBIT_For и IRBIT_Rev), фланкирующими 
предположительный сайт мутации. Амплифици-
рованный фрагмент ожидаемого размера 645 п. н. 
был подвергнут гидролизу эндонуклеазой Xho I. 
Сайт рестрикции XhoI должен появиться в целе-
вом участке гена IRBIT в тех клетках, в которые (1) 
были доставлены и плазмида, и донорная матрица; 
(2) CRISPR/Cas9–10A системой была нанесена 
пара одноцепочечных разрывов в локусе целевого 
гена; (3) разрывы были репарированы по механиз-
му гомологической рекомбинации с участием эк-
зогенной донорной матрицы ssDNA. Наличие двух 
фрагментов размерами 358 и 287 п. н. (рис. 4) после 
рестрикции подтверждает направленную репара-
цию двухцепочечного разрыва ДНК по механиз-
му гомологической рекомбинации во фракции 
трансфицированных клеток и свидетельствует об 
эффективности работы никазы Cas9-D10A.



	 КЛЕТОЧНАЯ МОДЕЛЬ ДЛЯ АНАЛИЗА РОЛИ IRBIT В РЕГУЛЯЦИИ...� 31

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 1	 2024

типа, но не мутантные аллели, и возникающая 
мутация в области 3’-конца праймеров нарушит 
амплификацию соответствующих фрагментов.

По отсутствию накопления продуктов с раз-
ной комбинацией праймеров, затрагивающих 
редактируемую область, отбирали моноклоны, 
в которых редактируемый участок не амплифи-
цировался и, следовательно, несет мутации, за-
трагивающие области на 3’-конце праймеров. На 
рис. 5в представлены результаты амплификации 
пяти комбинаций праймеров на геномной ДНК 
из восьми моноклонов. Из них моноклоны 4, 5, 6, 

7 атрибутированы как клетки дикого типа, в 1-м 
и 3-м на наличие мутации указывает отсутствие 
ожидаемого продукта амплификации в комби-
нациях «ПЦР2» и «ПЦР5», «ПЦР4» и «ПЦР5» 
соответственно. В моноклоне 2 ПЦР‑фрагмент 
с комбинацией праймеров № 2 мигрирует быстрее, 
чем в диком типе, и на наличие мутации указыва-
ет отсутствие нужного фрагмента в комбинации 
с праймерами № 5, как и в 8-м моноклоне.

Из двух моноклонов (1 и 3) были созданы кло-
нотеки фрагментов геномной ДНК. Поскольку 
мутации на двух аллелях целевого гена могут носить 
различный характер, то с тотальной геномной ДНК 
клеточного моноклона будут амплифицироваться 
ПЦР‑фрагменты различных последовательностей. 
Таким образом, в составе вектора мы получаем 
клонотеку фрагментов, последовательности кото-
рых соответствуют редактируемому участку обеих 
аллелей. Для клеточных моноклонов, с наиболее 
вероятными биаллельными мутациями, отобран-
ных по результатам ПЦР с разными комбинациями 
праймеров (рис. 5с), были проанализированы ре-
зультаты секвенирования 10 плазмидных образцов 
клонотек. После секвенирования был отобран мо-
ноклон (№ 1) с биаллельными мутациями, приво-
дящими к смещению открытой рамки считывания 
гена IRBIT (табл. 2). На одной аллели обнаруже-
на делеция 38 п. н., приводящая к образованию 
стоп-кодона после 105-й аминокислоты. В дру-
гой аллели имеется делеция 43 п. н., приводящая 

Рис. 3. а — Схема синтеза двухцепочечной матрицы с мутациями. б — Электрофорез амплифицированных мега-
праймеров AB (дорожка 1) и CD (дорожка 2). в –Электрофорез синтезированных двухцепочечной dsDNA (640 п. н.) 
с точечной мутацией (AD) и одноцепочечной матрицы донорной ssDNA того же нуклеотидного состава (отличается 
от двухцепочечной по скорости миграции и интенсивности окраски бромистым этидием).

Рис.  4. Рестрикционный анализ участка локу-
са IRBIT (645 п. н.), амплифицированного c ге-
номной ДНК, выделенной из клеток, трансфи-
цированных компонентами системы CRISPR/
Cas9–10A‑ssDNA‑донор через 72 ч после 
трансфекции.
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к смещению открытой рамки считывания после 
90-й аминокислоты и появлению стоп-кодона 
после 115-й аминокислоты. Таким образом, по-
лученная клеточная линия HEK-IP3R1/ΔIRBIT 
имеет по гену IRBIT биаллельные мутации, инак-
тивирующие трансляцию этого белка.

Физиологические эксперименты

Далее проводился сравнительный функци-
ональный анализ клеток HEK-IP3R1 и клеток 
HEK-IP3R1/ΔIRBIT с использованием микрофо-
тометрии (Ca2+ imaging) и Са2+-зонда Fluo‑4. В ти-
пичном эксперименте в фотометрической камере 
находилась популяция 100–120 клеток, содержа-
щих Fluo‑4, и для каждой клетки осуществлялся 
мониторинг Fluo‑4-индуцированной флуорес-
ценции. Как было показано ранее, ACh способен 
инициировать Са2+-сигнализацию в большинстве 
(80–90%) клеток HEK‑293, стимулируя муска-
риновые рецепторы, сопряженные G‑белками 
с фосфоинозитидным каскадом и мобилизаци-
ей депонированного Са2+ [15]. Примечательной 
особенностью ответов клеток HEK‑293 на ACh 
было то, что кратковременные последовательные 
аппликации агониста в увеличивающихся дозах 
либо не вызывали мобилизацию внутриклеточного 

Са2+, либо инициировали импульсное повышение 
Са2+ практически до одной и той же величины при 
разных концентрациях выше пороговой. Это свой-
ство родительских клеток сохранялось и в клетках 
HEK-IP3R1 и HEK-IP3R1/ΔIRBIT (рис. 6а, верх-
няя кривая). Такой характер («все-или-ничего») 
Са2+-сигналов, инициированных ACh, не позволял 
характеризовать дозозависимость ответов инди-
видуальных клеток. Поэтому мы характеризова-
ли дозозависимость клеточных ответов, исполь-
зуя популяционный параметр — фракцию клеток 
в данной популяции, способных генерировать 
Са2+-ответ на ACh при данной дозе. Клетки сти-
мулировались ACh в диапазоне концентраций от 
250 нМ до 5 мкМ.

В общей сложности были проанализированы 
четыре клеточные популяции линии HEK-IP3R1 
и изучены Са2+-ответы 376 клеток. Для каждой по-
пуляции определялась фракция клеток, способных 
отвечать на агонист, концентрация которого варьи-
ровалась, и затем определялась средняя величина 
и стандартное отклонение по четырем популяциям. 
Соответствующая усредненная дозозависимость 
представлена на рис. 6б (синие кружочки). C клет-
ками HEK-IP3R1/ΔIRBIT проведены аналогич-
ные эксперименты, в которых были изучены 255 

Рис. 5. а — Локализация протоспейсеров (подчеркнуты) на смысловой и антисмысловой нитях ДНК 2-го экзона 
гена IRBIT человека (NC_000001.11) и схема их расположения. б — Схема раундов амплификаций для проверки 
полученных мутаций в редактируемой области. в — Электрофорез восьми репрезентативных моноклонов, полу-
ченных после трансфекции.
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клеток в трех популяциях. Полученная для этих 
клеток дозозависимость представлена красными 
кружочками на рис. 6б.

Экспериментальные зависимости аппрокси-
мировались уравнением Хилла:

где F(C) — фракция клеток, чувствительных к ACh 
при концентрации C, F0 — максимальная фракция 
AСh-чувствительных клеток, C0.5 — концентрация 
полуэффекта (EC50), n — коэффициент Хилла. На 
основе данной аппроксимации (рис. 6б, непрерыв-
ные кривые) для клеток HEK-IP3R1 и HEK-IP3R1/
ΔIRBIT были оценены величины F0 и EC50 дозы 
ACh как равные 76 и 61% и 0.56 и 0.75 мкМ, соот-
ветственно. Таким образом, клетки HEK-IP3R1 
оказались более чувствительными к ACh, чем клет-
ки HEK-IP3R1/ΔIRBIT.

ОБСУЖДЕНИЕ

Редактирование клеточного генома с исполь-
зованием технологии CRISPR/Cas9 позволяет 
манипулировать рецепторными, сигнальными 
и эффекторными белками и, следовательно, яв-
ляется эффективным инструментом для анализа 
их индивидуального вклада во внутриклеточные 
сигнальные процессы. Эта технология основы-
вается на способности эндонуклеазы Cas9 и ее 
модификаций направленно вносить двухцепочеч-
ные разрывы в геномный локус, комплементар-
ный короткой последовательности РНК‑гида [16]. 
В настоящей работе этот подход использовался 
для инактивации гена регуляторного белка IRBIT.

Активность IP3-рецепторов, которые игра-
ют ключевую роль в агонист-индуцированной 
Са2+-сигнализации в клетках практически всех 
фенотипов, контролируется множественными ме-
ханизмами в зависимости от внутриклеточного 
контекста и с определенной специфичностью по 
отношению к IP3R1-, IP3R2- и IP3R3-изоформам [8, 
9, 17]. Идентифицирован ряд малых регуляторных 
молекул, включая ATP [18], cAMP [19], NADH [20]. 
Активность IP3-рецепторов регулируется фосфори-
лированим/дефосфорилированием [9, 18, 21] и за 
счет белок-белкового взаимодействия, в частности, 
с кальмодулином и другими Ca2+-связывающими 
белками [18, 22] и с белками IRBIT и IRAG [3, 7, 23].

IRBIT был открыт как новый IP3-рецептор-
связывающий белок [7], который подавлял ак-
тивность IP3R1, конкурируя за связывание с IP3 
[24]. Фосфорилирование IRBIT по нескольким 

сайтам увеличивало аффинность его связыва-
ния с IP3R1 [24], которое также обеспечивалось 
наличием двух мотивов PEST и PDZ, детермини-
рующих белок-белковое узнавание [25]. Наличие 
PEST- и PDZ‑доменов предполагало, что IRBIT 
может быть новой сигнальной молекулой, регули-
рующей не только IP3-рецептор, но и другие внутри-
клеточные мишени. В дальнейшем таковые были 
действительно идентифицированы. Так, было по-
казано, что IRBIT потенцирует активность Na+/
HCO3

– котранспортера pNBC1 [26], формирует сиг-
нальный комплекс с фосфатидилинозитол-фос-
фат–киназой (phosphatidylinositol phosphate kinases) 

Рис. 6. Ca2+-ответы клеток на ACh. а — Репрезен-
тативнный мониторинг внутриклеточного Са2+ 
в  клетках HEK-IP3R1 (верхняя панель) (n  = 366) 
и  HEK-IP3R1/ΔIRBIT (нижняя панель) (n  = 255), 
загруженных Fluo‑4. Моменты и продолжительность 
аппликаций ACh в указанных дозах обозначены го-
ризонтальными линиями выше экспериментальных 
кривых. Изменение внутриклеточного Са2+ оцени-
вали по относительному изменению флуоресценцию 
Fluo‑4 F/F0, где F=F–F0, F — текущая интенсив-
ность флуоресценции, F0 — средняя интенсивность 
флуоресценции в начальный момент регистрации. 
б –Количество клеток в каждой из линий, генери-
рующих Са2+-ответы на ACh при различных дозах 
агониста.
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[27] и ингибирует Са2+/кальмодулин-зависимую 
киназу [28].

В настоящей работе были получены две монокло-
нальные линии с единственной функциональной 
изоформой IP3R1, в которых ген белка IRBIT был 
активен (HEK-IP3R1) и инактивирован (HEK-IP3R1/
IRBIT). Поскольку IRBIT — конкурент за связыва-
ние IP3 c IP3R1, ожидалось, что в отсутствие IRBIT 
IP3R1 должен быть более чувствителен к IP3. Как 
следствие, можно было бы ожидать, что клетки HEK-
IP3R1 должны быть менее чувствительны к AСh, чем 
клетки HEK-IP3R1/IRBIT. Между тем, эксперименты 
показали противоположный результат (рис. 6). Хотя 
в настоящий момент у нас нет верифицированного 
объяснения этого факта, возможно, что в клетках 
HEK‑293 имеет место бимодальная регуляция IP3R1 
при участии IRBIT: помимо ингибиторного пути, 
основанного на подавлении связывания IP3, имеется 
IRBIT‑зависимая регуляция IP3R1, которая потен-
цирует его активность. Проверка этой идеи требует 
дополнительных исследований.
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Cellular Model for the Analysis of IRBIT-Dependent Regulation of the 
Type 1 IP3 Receptor
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In vertebrate genomes, three genes encode subunits of IP3 receptors, including IP3R1, IP3R2, and IP3R3. 
Despite high homology between different subunits, homotetrameric IP3 receptors formed by IP3R1, 
IP3R2, and IP₃R3 in the endoplasmic reticulum membrane are markedly distinct by their functional 
features and regulatory mechanisms. It was particularly reported that IP3R1 is specifically regulated by the 
IP3R binding protein released with IP₃ (IRBIT), which competes with IP3 for binding to IP3R1. In turn, 
affinity of IRBIT/IP₃R1 binding is regulated by phosphorylation of IRBIT. By using the CRISPR/Cas9 
approach to edit the genome of HEK‑293 cells, two monoclonal cell lines were generated as a platform 
for uncovering a role of IRBIT and associated regulatory circuits in control of the IP₃R1 activity. In 
one line, HEK-IP3R1, IP₃R2, and IP3R3 genes were disrupted, while IP₃R1 was remained functional. 
Based on this line, the HEK-IP3R1/IRBIT line was generated, wherein IRBIT (AHCYL1) gene was 
inactivated. The comparative analysis of ACh-induced Ca2+ signaling in cells of both lines was performed 
by employing the Ca2+ dye Fluo‑4 and Ca2+ imaging. It was particularly shown that ACh mobilized Ca2+ in 
cells of both lines, which responded to the agonist at widely varied doses in an “all-or-nothing” manner. Yet, 
HEK-IP₃R1/IRBIT cells turned out to be less sensitive to ACh compared to HEK-IP₃R1 cells.

Keywords:  CRISPR/Cas9, IP3 receptor, IRBIT, intracellular Ca2+ signaling, HEK‑293 cells
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С помощью методов, основанных на использовании бислойных липидных мембран (БЛМ), мо-
лекулярного моделирования и тестирования антибактериальной активности изучено взаимо-
действие порина Yersinia pseudotuberculosis OmpF (YpOmpF) с фторхинолоновым антибиотиком 
норфлоксацином (Nf) и его производными (моно- и дигидрохлоридом). Обнаружено асимме-
тричное поведение заряженных молекул Nf, NfН+1 и Nf2Н+2, при движении по каналу YpOmpF 
в зависимости от мембранного напряжения и от стороны добавления антибиотика. Электрофи-
зиологические данные подтверждены компьютерным моделированием. Для заряженных форм 
антибиотика показано наличие двух периферических сайтов высокоаффинного связывания 
(NBS1 и NBS2), а также асимметричного сайта блокировки тока вблизи сужения канала (NBS3). 
Сайт NBS1, расположенный вблизи устья канала, практически одинаков по сродству к обеим 
заряженным формам Nf, тогда как локализация более энергетически выгодного сайта NBS2 для 
двух солевых форм антибиотика существенно различается. Nf имеет только один сайт связыва-
ния вблизи зоны сужения канала, который представляет собой кластер сайтов с более низким 
общим сродством по сравнению с упомянутыми выше периферическими сайтами связывания. 
Небольшие различия были обнаружены в антибактериальной активности трех форм Nf, что, ве-
роятно, определяется их разным зарядовым состоянием и, соответственно, разной проникаю-
щей способностью и/или способностью связываться внутри канала YpOmpF.
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ВВЕДЕНИЕ

В ходе эволюции бактерии, в том числе па-
тогенные, разработали несколько стратегий для 
выживания в различных неблагоприятных усло-
виях, как в окружающей среде, так и в организме 
хозяев. Грамотрицательные бактерии способны 
реагировать на недостаток питательных веществ, 
окислительный стресс, повреждение оболочки, 
воздействие антимикробных препаратов и дру-
гие влияющие на их рост изменения условий, 
что привело к развитию у этих микроорганизмов 
антибиотикорезистентности. Скорость, с кото-
рой бактерии развивают устойчивость к проти-
вомикробным препаратам, намного превышает 

скорость открытия новых лекарств, и это приво-
дит к возникновению неизлечимых инфекций. 
Растущий уровень антибиотикорезистентности 
грамотрицательных бактерий наряду с отстава-
нием в разработке новых потенциальных лекар-
ственных средств делают эффективность лечения 
инфекционных заболеваний одной из глобальных 
проблем современной медицины.

Основной причиной особой опасности грамо-
трицательных бактерий является наличие у них, 
в отличие от грамположительных видов, наружной 
мембраны (НМ), ограничивающей периплазму 
и защищающей клетки от внешней среды. НМ 
представляет собой асимметричный бислой, ко-
торый является высокоэффективным барьером 
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α-спирали выступают на внеклеточной сторо-
не. Одна из этих внеклеточных петель L2 связана 
с соседним мономером порина, что обеспечивает 
стабилизацию тримерной структуры белковой мо-
лекулы. Вторая, самая длинная петля, L3, распо-
лагается внутри барреля, формируя «зону сужения, 
или констрикции» (ЗК), которая определяет предел 
эксклюзии диффундирующих низкомолекулярных 
веществ. Таким образом, каналы поринов име-
ют форму песочных часов [3, 4]. ЗK, как прави-
ло, характеризуется скоплением кислых остатков 
в последовательности L3, напротив, основные 
остатки сосредоточены на соседней внутренней 
стенке β-цилиндра. Такое распределение заря-
женных остатков на противоположных сторонах 
поры формирует внутри нее сильное поперечное 
электрическое поле [5], которое, как считается, 
регулирует проникновение ионов и перенос рас-
творенных веществ [6].

Известно, что, несмотря на высокий уровень 
гомологии последовательностей неспецифических 
поринов, даже небольшие изменения в ЗК могут 
приводить к значительным изменениям в про-
никновении малых молекул [7]. Следовательно, 
специфические знания о структурных деталях 
отдельных каналов и о том, как они влияют на 
мембранный транспорт, очень важны.

Неспецифические порины грамотрицатель-
ной бактерии Е.coli, OmpF и OmpC считаются 
основными путями транслокации антибиотиков 
[8, 9]. При этом «главная» роль в этом процессе 
принадлежит OmpF порину, тогда как OmpС бе-
лок помимо этой функции, подобно OmpА белку, 
участвует в поддержании целостности мембраны 
[10]. Этот вывод подтверждают также наблюдения 
о более слабых взаимодействиях большинства 
антибиотиков с ортологами OmpC по сравнению 
с ортологами OmpF [11, 12]. Понижение уровня 
экспрессии неспецифических поринов, а также 
точечные мутации в их последовательности мо-
гут привести к уменьшению накопления анти-
бактериальных агентов внутри клетки [7, 13]. Так, 
устойчивость к нескольким бета-лактамным ан-
тибиотикам наблюдалась у мутантных по ОmpF 
порину штаммов некоторых грамотрицательных 
возбудителей, в том числе Е. coli [14]; Klebsiella 
pneumonia [15]; Serratia marcescens [16]; Pseudomo-
nas aeruginosa [17] и Enterobacter aerogenes [18]. При 
диффузии фторированных хинолонов через поры 
OmpF белков также наблюдалось заметное сни-
жение накопления этих агентов в бактериальных 
штаммах с дефицитом OmpF [19].

Большое количество тщательно выполнен-
ных современных исследований посвящено 

для полярных молекул. Для контроля внутренней 
концентрации как питательных, так и вредных ве-
ществ в НМ экспрессируется несколько белковых 
систем, в том числе большое количество каналов 
или нанопор, формируемых белками-порина-
ми, которые прежде всего участвуют в пассивной 
диффузии гидрофильных соединений, включая 
антибиотики. Эти заполненные водой каналы 
модулируют проникновение низкомолекулярных 
веществ, в том числе полярных молекул и ионов, 
в соответствии с градиентом концентрации. Та-
ким образом, помимо экспрессии специфических 
ферментов для деградации лекарств, грамотрица-
тельные бактерии также могут эффективно изме-
нять проницаемость мембраны для антибиотиков, 
поддерживая их низкую внутреннюю концентра-
цию. Именно регулирование притока низкомо-
лекулярных веществ через эти порообразующие 
белки является одним из важнейших механизмов 
бактериальной адаптации, в том числе антибио-
тикорезистентности [1].

В последнее время внимание к кинетическим 
свойствам клеточной оболочки бактерий вызвано, 
с одной стороны, острой потребностью в новых 
антибиотиках, а с другой — экспериментальными 
и теоретическими достижениями в изучении транс-
мембранного транспорта. Тем не менее, несмотря 
на большое количество используемых подходов, не 
существует прямых и надежных эксперименталь-
ных методов для измерения проницаемости малых 
молекул. Это серьезно ограничивает существую-
щий на сегодня уровень знаний о молекулярных 
механизмах, контролирующих проникновение 
антибиотиков через НМ, и является существенным 
пробелом в современных представлениях о функ-
циях грамотрицательных бактерий как патогенов, 
который необходимо заполнить [2]. В связи с этим 
выяснение молекулярных основ проницаемости 
НМ грамотрицательных бактерий по-прежнему 
является актуальной задачей.

Порины НМ бактерий семейства Еnterobacteriaceae 
имеют высокий уровень идентичности последова-
тельностей и пространственной организации мо-
лекул с архетипическим OmpF порином Escherichia 
coli. Они представляют собой большие β-баррельные 
гомотримеры, состоящие из консервативной анти-
параллельной 16-нитевой структуры. Достаточное 
количество β-тяжей и их конфигурация обеспечива-
ют возможность образования каждым мономером 
в тримере отдельной, независимо функциониру-
ющей поры для проникновения растворенных 
веществ. Участки последовательности, имеющие 
структуру β-изгиба, соединяют β-тяжи на пе-
риплазматической стороне канала, и несколько 
длинных неупорядоченных петель с элементами 
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транслокации через каналы неспецифических 
поринов различных антибиотиков ряда фторхи-
нолонов, таких как норфлоксацин, ципрофлокса-
цин, энрофлоксацин и моксифлоксацин [20–23]. 
Предполагают, что из-за цвиттер-ионной природы 
фторхинолонов и наличия у их молекул значи-
тельного по величине, по сравнению с другими 
классами антибиотиков, дипольного момента (> 
40 Д) молекулы фторхинолонов испытывают зна-
чительное влияние электрического поля внутри 
зоны сужения канала поринов. Например, было 
обнаружено, что энрофлоксацин имеет самое про-
должительное время связывания внутри канала 
OmpF, 1–3 мс [21].

Представления о механизмах прохождения ан-
тибиотиков через поры неспецифических поринов 
менялись со временем. Первоначально считалось, 
что эти каналы «различают» растворенные веще-
ства только по таким физико-химическим свой-
ствам, как размер, гидрофобность и заряд. После 
открытия сайта связывания ампициллина внутри 
поринового канала было высказано предположение 
о том, что специфические взаимодействия также 
играют важную роль, особенно для проникнове-
ния лекарственных средств [24]. Однако позже 
путем тщательного изучения притока и оттока 
ампициллина и бензилпенициллина было показа-
но, что первоначальная неспецифическая модель 
по-прежнему актуальна и роль специфических 
сайтов связывания преувеличена [25, 26].

К настоящему моменту получены только три 
кристаллические структуры комплексов порина 
с антибиотиками, а именно: OmpF белка с ампи-
циллином, карбенициллином и эртапенемом [14]. 
Другие опубликованные модели взаимодействия 
антибиотиков с пориновыми каналами базируются, 
в основном, на применении методов молекуляр-
ного моделирования.

Данная работа посвящена исследованию взаи-
модействия OmpF порина Yersinia pseudotuberculosis 
(YpOmpF) с антибиотиком фторхинолонового ряда 
норфлоксацином и его производными (моно- и ди-
гидрохлоридом) с помощью метода, основанного 
на использовании бислойных липидных мембран 
(БЛМ), молекулярного докинга и молекулярной 
динамики (МД). Антибиотики этого класса дей-
ствуют преимущественно на грамотрицательные 
бактерии. Высокой активностью и наиболее широ-
ким спектром действия обладают 6-фторхинолоны, 
к которым принадлежит норфлоксацин. Кроме 
того, данный антибиотик был выбран в качестве 
модельного соединения по причине того, что штам-
мы патогенных для человека иерсиний (Y. pseudo-
tuberculosis и Y. enterocolitica) высокочувствительны 

к фторсодержащим хинолонам (ципрофлоксацину, 
норфлоксацину, пефлоксацину). Однако данных 
о молекулярном механизме транспорта норфлок-
сацина через каналы НМ бактерий псевдотуберку-
леза нет. В связи с этим мы полагаем, что изучение 
взаимодействия норфлоксацина и его производных 
с OmpF порином Y. pseudotuberculosis может быть 
полезно для понимания механизмов лекарствен-
ной устойчивости грамотрицательных бактерий 
в целом и иерсиний в частности.

Норфлоксацин (Nf) в качестве биполярного 
зонда часто применяют в электрофизиологиче-
ских исследованиях одиночных молекул. Помимо 
исходного соединения, так называемой основной 
(нейтральной) формы Nf, в наших экспериментах 
были использованы две солевые формы Nf: моно- 
и дигидрохлорид (Nf·HCl и Nf·2HCl). Поскольку 
зарядовое состояние и, соответственно, раство-
римость основной формы норфлоксацина зави-
сят от рН среды, особое внимание было уделено 
характеристике теоретически возможных форм 
молекулы этого антибиотика в водной среде.

Как известно, электрическое поле только ориен-
тирует поляризованную молекулу (в нашем случае 
основание Nf) строго определенным образом, а на 
заряженное соединение (в нашем случае гидрохло-
риды Nf) действует напрямую. Нас интересовало, 
во‑первых, существуют ли внутри поры неспеци-
фического OmpF порина из патогенной для чело-
века иерсинии специфические сайты связывания 
с Nf, и, во‑вторых, насколько заряд молекулы ан-
тибиотика и направление потенциала на мембране 
влияют на кинетические характеристики процесса 
прохождения Nf по каналу.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Норфлоксацин и его солевые формы. В каче-
стве представителя фторхинолоновых антибио-
тиков была использована (1Н), (4Н)-7-(пипера-
зин‑1’-ил)-6-фтор‑1-этилхинолин‑4-он‑3-карбоно-
вая кислота (1), торговое название норфлоксацин 
(Sigma-Aldrich). Брутто-формула С16Н18FN3O3, мол. 
масса 319.331 г/моль, т. пл. 223оС. Структура норф-
локсацина (1) была подтверждена данными спектра 
ЯМР 1Н. Спектр ЯМР 1Н (ДМСО‑d6, δ, м. д., J/ Гц): 
1.45 (т, 3Н, Ме, J =7.1); 3.27 (м, 5Н, С(11) Н2, N(12) Н, 
С(13) Н2); 3.32 (м, 4Н, С(10) Н2, С(14) Н2); 4.60 (к, 2Н, 
С(15) Н2, J=7.1); 7.18 (д, 1Н, С(8) Н, JH, F=7.3); 7.94 
(д, 1Н, С(5) Н, JH, F=13.3); 8.32 (уш. с, 1Н, СООН); 
8.97 (с, 1Н, С(2) Н).

Синтез моногидрохлорида норфлоксацина (2). 
К раствору 100 мг (0.31 мМ) норфлоксацина в 10 мл 
сухого МеОН добавляли 0.1 мл свежеперегнанного 
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MeCOCl и реакционную смесь оставляли в сте-
клянной колбе, плотно закрытой стеклянной 
пробкой, на 24 ч при комнатной температуре. Рас-
творитель удаляли при пониженном давлении на 
ротационном испарителе. Остаток сушили при 
пониженном давлении (2 Торр) до постоянного 
веса. Получено 107 мг (96%) моногидрохлорида 
норфлоксацина (2). С16Н19ClFN3O3, мол. масса 
355.796 г/моль, светлые кристаллы, т. пл. 290–
310оС. Спектр ЯМР 1Н (ДМСО‑d6, δ, м. д., J/Гц): 
1.45 (т, 3Н, Ме, J=7.1); 3.35 (м, 4Н, С(10) Н2, С(14) 
Н2); 3.63 (м, 4Н, С(11) Н2, С(13) Н2); 4.66 (к, 2Н, 
С(15) Н2, J=7.1); 7.31 (д, 1Н, С(8) Н, JH, F=7.4); 8.02 
(д, 1Н, С(5) H, JH, F=13.4); 8.99 (с, 1Н, С(2) Н); 9.04 
(уш. с, 1Н, СООН); 15.32 (уш. с, 2Н, N+H2). Спектр 
ЯМР 13C (ДМСО‑d6, δ, м. д.): 14.37(Ме); 46.49 (C(10), 
C(14)); 49.03 (C(15)); 51.11 (C(11), C(13)); 106.36 
(C(8)); 107.14 (C(5)); 111.16 (C(7)); 111.83 (C(6)); 
119.93 (C(3)); 137.08 (C(8a)); 144.41 (C(4a)); 148.57 
(C(2)); 164.98 (C(4)); 176.08 (COOH).

По данным спектра ЯМР 1Н чистота образца 
моногидрохлорида Nf (2) составляет 99%.

Синтез дигидрохлорида норфлоксацина (3). К рас-
твору 92 мг (0.233 мМ) моногидрохлорида норф-
локсацина (2) в 10 мл сухого МеОН прибавляли 
0.1 мл свежеперегнанного MeCOCl и реакционную 
смесь оставляли в стеклянной колбе, плотно закры-
той стеклянной пробкой, на 24 ч при комнатной 
температуре, после чего к смеси добавляли еще 
0.1 мл свежеперегнанного MeCOCl и оставляли 
ее на следующие 24 ч. Растворитель удаляли при 
пониженном давлении на ротационном испа-
рителе. Сухой остаток сушили при пониженном 
давлении (2 Торр) до постоянного веса. Получено 
98 мг (97%) дигидрохлорида норфлоксацина (3). 
С16Н20Cl2FN3O3, мол. масса 392.257 г/моль, свет-
лые кристаллы, т. пл. 270–285оС. Спектр ЯМР 1Н 
(ДМСО‑d6, δ, м. д., J/Гц): 1.40 (т, 3Н, Ме, J=7.2); 
3.30 (м, 4Н, С(10) Н2, С(14) Н2); 3.54 (м, 4Н, С(11) 
Н2, С(13) Н2); 4.48 (к, 2Н, С(15) Н2, J=7.2); 7.15 
(д,  1Н, С(8) Н, J=7.5); 7.86 (д, 1Н, С(5) H, J=13.5); 
8.68 (с, 1Н, С (2) Н); 9.83 (уш. с, 1Н, СООН) ;  15.26 
(уш. с, 2Н, N(12) H2

+); 15.37 (уш. с,1Н, N(1)H+). 
Спектр ЯМР13C (ДМСО‑d6, δ, м. д.): 14.24 (Ме); 
42.44 (C(10), C(14)); 48.02 (C(15)); 51.11 (C(11), 
C(13)); 106.20 (C(8)); 109.17 (C(5)); 111.46 (C(7)); 
112.13 (C(6)); 123.13 (C(3)); 136.13 (C(8a)); 143.11 
(C(4a)); 148.81 (C(2)); 165.90 (C(4)); 171.34 (COOH).

По данным спектра ЯМР 1Н, образец диги-
дрохлорида Nf (3) содержит не более 5% моноги-
дрохлорида Nf (2).

Квантово-химические расчеты зарядов на 
атомах, дипольных моментов и УФ‑спектров 
норфлоксацина (1) и его производных (2) и (3) 

выполняли методом B3LYP/6–311++G(d, p), PCM 
(H2O) теории функционала плотности (DFT) с ис-
пользованием пакета программ Gaussian 16W [27].

Температуры плавления Nf и его синтезирован-
ных производных определяли на столике «Boetius» 
и не корректировали.

УФ‑спектры в широком диапазоне длин волн 
(200–500 нм) регистрировали при комнатной тем-
пературе на UV/Vis спектрометре Shimadzu 3600 
Plus в рабочем буфере или в дистиллированной 
воде с использованием кварцевых кювет толщи-
ной 2 мм.

Спектры ЯМР 1Н и ЯМР 13C регистрировали 
на приборе Bruker Avance-DRX‑500 (500.13 МГц 
для1Н и 125.75 МГц для13C) в растворе в ДМСО‑d6. 
Внутренний стандарт — Мe4Si.

Электрофизиологические эксперименты. В экс-
периментах использовали образец рекомбинант-
ного OmpF порина, получение которого подробно 
описано в работе [28].

БЛМ формировали по методу Мюллера–Рудина 
[29] из раствора дифитаноил фосфатидилхоли-
на (DPhPC) в н-гептане (5 мг/мл) в тефлоновых 
ячейках, разделенных перегородкой с отверстиями 
диаметром 1 мм для суммарного тока и 0.25 мм для 
одиночных каналов. Водная фаза содержала 1 M 
KCl в буфере следующего состава: 10 мМ Трис-HCl, 
10 мМ MES, 10 мM бета-аланина (рН 7.0). 2.5 мМ 
Nf или его соли (Nf·HCl и Nf·2HCl) добавляли 
в водную фазу с разных сторон ячейки до кон-
центрации 2.5 мМ. Для детекции ионного тока 
использовали пару электродов Ag/AgCl в режиме 
фиксации напряжения. Электрод на trans-стороне 
от мембраны был заземлен, на cis-стороне — под-
ключен к усилителю BC‑525C (Warner Instruments, 
США). Измерения проводили при комнатной тем-
пературе. Раствор белка добавляли c cis-стороны 
ячейки и, прикладывая напряжение в 50 мВ, доби-
вались встраивания каналов. Суммарный ток через 
БЛМ фиксировали при концентрации YрOmpF 200 
нг/мл, одиночные каналы порина получали при 
концентрации белка 20 нг/мл. Изменение тока 
через БЛМ в присутствии антибиотика фикси-
ровали при различных значениях потенциала на 
мембране (от –100 до +100 мВ).

Обработку данных проводили с использовани-
ем системы L–CARD (L‑502) (L–CARD, Россия) 
с программным обеспечением L-Graph2 (L–CARD, 
Россия) и Origin 2018 (OriginLab, США) для их 
представления и статистического анализа.

Кинетический анализ. Активности каналов опре-
деляли с помощью прямого подсчета по следующе-
му алгоритму. От среднего уровня проводимости 
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выставляли порог в 10%, все выходящие за эту 
величину значения обрабатывались как события 
блокировки. На отрезках длиной, соответствую-
щей 20 с, считали среднее время таких событий 
и их количество. Кинетические параметры были 
получены с помощью анализа флуктуации тока че-
рез одиночный канал. При низких концентрациях 
антибиотика (с <<Koff/Kon) среднее время блокиров-
ки канала использовалось для подсчета константы 
диссоциации t = Koff

‑1, в то время как константа 
ассоциации рассчитывалась как Kon = n/ (3[c]), где 
n — число событий связывания в единицу време-
ни [14]. Поскольку регистрируемые сигналы были 
«отфильтрованы» при 5 кГц, то регистрировались 
только события продолжительностью более 0.1 мс. 
Остальные события оставались неразрешенными 
и проявлялись в виде увеличения уровня шумов.

Молекулярный докинг и молекулярная динами-
ка (МД). Предсказание наиболее вероятных мест 
связывания исследуемого антибиотика и проце-
дуру слепого молекулярного докинга проводили, 
используя протокол белок-лигандного докинга 
с оценочной функцией London dG (генерировано 
30000 поз) с последующим повторным ранжиро-
ванием, используя оценочную функцию Affinity 
Dg с помощью программного пакета MOE2019.01 
CCG [30]. Направленный докинг катионов NfH+1и 
Nf2H+2 проводили в области сужения поры на 
расстоянии 6Å вокруг ключевых остатков Lys16, 
Arg37, Arg77, Arg128, Asp108 и Val112.

Стартовая модель для симуляции комплексов 
норфлоксацина и его солей (2) и (3) (Nfs) с YpOmpF 
была сконструирована с помощью программы 
CHARMM-GUI [31, 32]. Система включала модель 
тримера OmpF порина, 342 молекулы липидов 
DPhPC и была сольватирована 30072 молекула-
ми воды в 1 М KCl (68 K+ и 16 Cl–). Затем система 
была протонирована в силовом поле Amber 14: 
EHT при pH 7.0, с помощью специализированного 
программного пакета MOE2019.01 CCG с полуэм-
пирическим молекулярно-орбитальным пакетом 
MOPAC для расчета парциальных зарядов Nfs [30]. 
Моделирование полноатомной МД проводилось 

при постоянном давлении (1 атм) и температуре 
(300К) с шагом по времени 2 фс. Молекулы Nf, 
NfH+1 или Nf2H+2 были поочередно помещены 
в пору в соответствии с наиболее энергетически 
выгодными положениями, полученными из ре-
зультатов молекулярного докинга для каждого 
соединения. Полноатомное силовое поле Amber 
14: EHT использовали для белков [33], липидов 
[34] и TIP3P для воды [35]. Молекулы растворителя 
считались жесткими. Все симуляции МД, вклю-
чая нагрев, а также шаги по минимизации энер-
гии, были выполнены с помощью программного 
пакета MOE2019.01 CCG [30] с использованием 
вычислительных ресурсов ЦКП “Дальневосточ-
ный вычислительный ресурс” ДВО РАН (Влади-
восток). Были оценены вклады нековалентных 
межмолекулярных взаимодействий в свободную 
энергию. Используемый вычислительный подход 
имеет некоторые ограничения: вклад энтропии 
в свободную энергию не учитывался.

Определение противомикробной активности. 
Противомикробную активность Nf и его солей 
определяли в отношении грамотрицательных бак-
терий Y. pseudotuberculosis (штамм 598 Ib серовара) 
из коллекции микроорганизмов Тихоокеанского 
института биоорганической химии им. Г.Б. Еляко-
ва ДВО РАН в жидких питательных средах. Тесто-
вые культуры бактерий Y. pseudotuberculosis выра-
щивали в колбах, в жидкой питательной среде LB 
при 37 °C в течение 24 ч. Процедуру определения 
противомикробной активности осуществляли 
в 96-луночных микропланшетах в жидкой пита-
тельной среде Мюллера–Хинтона. В эксперименте 
использовали бактериальную суспензию 109 КОЕ 
в 1 мл  среды, в каждую лунку микропланшетов 
добавляли 90 мкл этой суспензии и 10 мкл раство-
ров испытуемых веществ в диметилсульфоксиде 
(ДМСО) при различных концентрациях, затем 
инкубировали в термостатируемом шейкере при 
37 °C в течение 24 ч. Ингибирование роста микро-
организмов оценивали путем измерения оптиче-
ской плотности при 620 нм с помощью считыва-
ющего устройства для микропланшетов Multiskan 

Рис. 1. Структурные формулы норфлоксацина (1) и его солей, моногидрохлорида (2) и дигидрохлорида (3).
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FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) после 
предварительного встряхивания планшетов в тече-
ние 10 мин. Антимикробную активность Nf и его 
солевых форм определяли по ингибированию ро-
ста бактерий, которое оценивали по изменению 
оптической плотности опытной среды по сравне-
нию с контролем и выражали в % от контроля [36].

Гентамицин использовали в качестве положи-
тельного контроля, раствор 1% ДМСО в фосфат-
но-солевом буфере — как отрицательный контроль.

Все данные получены в шести независимых 
повторах, и рассчитанные значения выражены как 
среднее ± стандартная ошибка среднего (m±SEM). 
Статистическая обработка результатов выполне-
на с использованием программного обеспечения 
SigmaPlot 14.0 (Systat Software Inc., Сан-Хосе, Ка-
лифорния, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Солевые формы норфлоксацина и характеристи-
ка возможных состояний молекулы норфлоксацина 
в буферных растворах. В качестве модельных ан-
тибиотиков в работе использовали синтетический 
антимикробный препарат широкого спектра дей-
ствия Nf (1) и две его хорошо растворимые в воде 
соли (2) и (3).

Соли получали путем обработки основания Nf (1) 
раствором газообразного HCl в сухом МеОН. Газо-
образный HCl генерировали реакцией МеОН с рас-
четным количеством хлористого ацетила (СН3СОСl). 
Обработка соединения (1) большим избытком этого 
реагента всегда приводила к образованию смеси 
солей (2) и (3) в разном соотношении. Разделение 
их на компоненты оказалось сложной задачей, эф-
фективного решения которой найти не удалось. 
Поэтому был выбран подход поэтапного синтеза: 
сначала осуществляли получение моногидрохлори-
да (2), а затем на его основе — дигидрохлорида (3).

Молекула основания (1) имеет три центра свя-
зывания молекулы HCl: два третичных атома N 
в положениях 1 и 9 и один вторичный в положении 
12. В случае основания Nf молекула HCl связывает-
ся прежде всего с вторичным атомом азота, образуя 
соль (2). Это было установлено посредством срав-
нения спектров ЯМР1Н соединений (1) и (2). Наи-
большие изменения значений химических сдвигов 
протонов наблюдались в спектре гидрохлорида (2) 
для метиленовых групп пиперазинового цикла.

Дигидрохлорид (3) синтезировали на основе 
предварительно полученного моногидрохлорида (2) 
путем его обработки раствором газообразного HCl 
в сухом МеОН. Из двух третичных атомов азота 
в молекуле соли (2) связывание с HCl происходило 

по атому N в положении 1, что было установлено 
при сопоставлении спектров ЯМР1Н соединений 
(2) и (3). Наибольшие изменения значений хими-
ческих сдвигов наблюдались в спектре дигидрох-
лорида (3) для сигналов протонов в положениях 2, 
15 и 16. Реакционный центр N(9) в ходе реакции 
соли (2) с HCl не затрагивался вследствие дезак-
тивирующего влияния электроноакцепторного 
атома фтора в положении 6.

Для характеристики свойств Nf (1) и его произ-
водных (2) и (3) была оценена их растворимость, 
распределение зарядов в молекулах, дипольные 
моменты и получены их УФ‑спектры. Нами экс-
периментально установлено, что максимальная 
растворимость нейтральной формы (основное 
состояние) Nf (1) в Н2О (рН 7.0) при 20–25оС со-
ставляет 1.5 ммоль/мл, тогда как солей (2) и (3) — 
около 500 ммоль/мл. Ранее сообщалось, что для 
Nf (1) эта величина равна 0.97 ммоль/мл [38].

Теоретический расчет зарядов на атомах Nf 
(1) по методу NBO (natural bond orbital) [39, 40] 
показал, что суммарный отрицательный заряд на 
атомах кольца А (три атома О и атом N(1)) равен 

–2.456, а суммарный отрицательный заряд на ато-
мах колец В и С (атом F и атомы N(9) и N(12)) ра-
вен –1.559, что в 1.58 раза меньше отрицательного 
заряда в кольце А. Напротив, суммарный поло-
жительный заряд кольца А (9 атомов С и 7 атомов 
Н) в 1.54 раза меньше такового колец В и С (10 
атомов С и 11 атомов Н). Данные этих расчетов 
подтверждают сильную поляризацию молекулы 
Nf (1) в нейтральной форме (основное состояние).

Теоретически молекула Nf (1) в зависимости 
от рН водной среды может существовать в четы-
рех формах: нейтральной (1-N), катионной (1-К), 
которая тождественна соли (2), анионной (1-А) 
и цвиттер-ионной (1-Z).

В кислой среде при рН 3.0–4.0 будет существо-
вать форма (1-К), в щелочной среде при рН 10.0–
11.0 — форма (1-А), а в нейтральной среде при рН 
7.0–7.2 — форма (1-N) и, возможно, форма (1-Z). 
Данные квантово-химических расчетов показы-
вают, что прочность внутримолекулярной водо-
родной связи в молекулах (1-N) и (1-К) составляет 
около 9.6 ккал/моль.

Для каждой из этих форм нами был осуществлен 
расчет дипольных моментов в Н2О: (1-N) — 15.4 
Д, (1-А) — 33.3 Д, (1-К) — 38.9 Д и (1-Z) — 59.2 
Д. В работе [41] значения дипольных моментов 
трех форм Nf, рассчитанных в вакууме, составили: 
(1-А) — 25 Д, (1-К) — 27 Д и (1-Z) — 44 Д. Таким 
образом, нейтральная форма (1-N) имеет наи-
меньшее значение дипольного момента, а форма 
(1-Z) — наибольшее.
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В видимой области УФ‑спектра норфлоксацина 
Nf (1) в рабочем буфере рН 7.0 и в деионизирован-
ной бидистиллированной Н2О содержится четыре 
полосы поглощения с максимумами при 220 нм 
(величина абсорбции 0.34), 276 нм (0.95), 317 нм 
(0.26) и 332 нм (0.28). Характеристической явля-
ется полоса поглощения с максимумом при 276 
нм. В теоретически рассчитанном спектре формы 
(1-N) в Н2О полоса поглощения с максимумом 275 
нм также является доминирующей.

В УФ‑спектре соли норфлоксацина (2), тожде-
ственной форме (1-К) Nf, содержится три полосы 
поглощения с максимумами при 278 нм (0.99), 314 
нм (0.28) и 329 нм (0.25). Характеристической явля-
ется полоса поглощения с максимумом при 278 нм.

В УФ‑спектре соли норфлоксацина (3) содер-
жится две полосы поглощения с максимумами при 
235 нм (0.87) и 290 нм (0.61). Как видно, в спектре 
этого соединения полоса поглощения в области 
275–280 нм, характеристическая для форм (1-N) 

и (1-К), отсутствует, и трудно определить, какая 
из двух полос является характеристической.

Для оценки влияния рН среды на вид УФ‑спек-
тра молекулы Nf в том или ином состоянии 
было проведено титрование раствора Nf (1) в 0.1 
М Трис-НСl буфере (рН 7.0) 0.1 н. раствором 
HCl. В результате была получена соль (1-К) Nf, 
УФ‑спектр которой полностью совпал со спек-
тром соли (2). Аналогичное титрование Nf (1) 0.1 н. 
раствором NaOH привело к получению соли (1-А) 
Nf. Оказалось, что, подобно спектру нейтральной 
формы Nf, в УФ‑спектре анионной формы анти-
биотика содержится четыре полосы поглощения, 
но с отличающимися максимумами: при 230 нм 
(0.41), 273 нм (0.88), 323 нм (0.35) и 335 нм (0.33).

Теоретически рассчитанный УФ‑спектр цвит-
тер-ионной формы (1-Z) антибиотика содержит 
две полосы: интенсивную при 281 нм (0.89) и ме-
нее интенсивную при 239 нм (0.53). В используе-
мом нами рабочем буфере в спектре нейтральной 

Рис. 2. Структуры четырех теоретически возможных форм молекулы норфлоксацина.

Рис. 3. Суммарная проводимость пориновых каналов YpOmpF в отсутствии (левая часть) и при добавлении (правая 
часть) моногидрохлорида норфлоксацина (а). Запись тока через одиночный канал YpOmpF в присутствии антибио-
тика (б). Водная фаза: 1 M KCl, 10 мМ Трис-HCl, 10 мМ MES, 10 мM бета-аланина, 200 нг/мл белка (а) и 20 нг/мл 
(б). Мембранный потенциал 50 мВ (а) и от –100 до +100 мВ (б). По оси ординат — ионный ток через мембрану, мА.
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формы норфлоксацина полосы, характерные для 
(1-Z) формы Nf, не обнаружены.

Электрофизиологические эксперименты. В рабо-
те использовали электрофизиологический метод 
регистрации ионных токов, протекающих через 
ионные каналы, встроенные в модельные липид-
ные мембраны (БЛМ). Ячейка состоит из двух 
частей, разделенных перегородкой с небольшим 
отверстием. В обе части опускают хлорсеребряные 
электроды, которые подключены к усилителю, 
предназначенному для регистрации тока в пи-
коамперных диапазонах. На cis-стороне ячейки 
находится электрод с изменяемым потенциалом, 
на trans-стороне — заземленный электрод. При 
нанесении на отверстие ячейки раствора липида 
формируется бислой, который изолирует две ее 
части друг от друга. При добавлении порообразу-
ющих агентов можно с помощью метода фиксации 
потенциала измерять электрический ток через 
канал и таким образом получать информацию 
о движении ионов, солей или других заряженных 
молекул через образующиеся в бислое поры. По-
рины НМ грамотрицательных бактерий способны 
спонтанно встраиваться в мембрану, ионы солей 
при этом двигаются через образовавшуюся пору 
в обоих направлениях.

Особенность структуры поринов (большие 
наружные гидрофильные петли, выходящие на 
внешнюю сторону клетки) позволяет осуществлять 
их направленное встраивание в БЛМ. Принято 
считать, что OmpF встраивается в искусственные 
бислои строго упорядоченным образом. Так, если 
добавить белок в cis-ячейку, наружные петли будут 
преимущественно обращены на cis-(внеклеточную) 
сторону, а периплазматические петли будут нахо-
диться на trans-стороне [42, 43]. Подобная ориен-
тация обусловлена направлением гидрофобного 
момента молекулы белка: взаимодействие с липид-
ным бислоем энергетически более выгодно (пред-
почтительнее) для коротких периплазматических, 
нежели для длинных гидрофильных внешних пе-
тель. Так, на примере порина РorВ показано, что 
длинные внеклеточные петли поринов слишком 
полярны, чтобы пройти через бислой [44].

Мы проанализировали движение одиночных 
молекул Nf·HCl (2) и Nf·2HCl (3) через канал 
YpOmpF. Добавление YpOmpF (200 нг/мл) с cis-
стороны ячейки от мембраны из DPhPC в буфере 
с 1 М KCl вызывает характерное для порообразую-
щих белков НМ грамотрицательных бактерий сту-
пенчатое увеличение проводимости (рис. 3а, левая 
часть). Средняя величина проводимости канала 
YpOmpF в 1 М KCl составляет 2.5 нСм. Добавле-
ние в ячейку солей Nf, моно- и дигидрохлорида, 

вызывает флуктуации ионного тока, связанные 
с проникновением антибиотика внутрь поры, и мо-
жет быть следствием того, что молекулы водорас-
творимых солей Nf способны на короткое время 
связываться с участками внутри канала. На рис. 3а 
(правая часть) приведена запись тока через бислой 
после добавления Nf·HCl (2), демонстрирующая 
появление многочисленных событий блокировки 
тока через пору.

При детальном рассмотрении записи тока за-
метно увеличение общего шума и появление пиков, 
величина которых составляет треть проводимости 
олигомерного канала. Поскольку пориновый ка-
нал является тримером, очевидно, мы наблюда-
ем блокировку молекулой Nf·HCl (2) отдельного 
мономера белка. Наблюдаемый эффект плавно 
нарастал в течение 20 мин, что может быть связано 
с распределением антибиотика по объему ячейки. 
Стоит отметить, что данные о блокировках канала 
не позволяют ответить на вопрос о том, происходит 
ли при этом транслокация (перенос антибиотика 
на другую сторону мембраны) или нет.

Связывание антибиотика внутри поры может 
быть обнаружено только при одноканальной за-
писи, если ионный ток через канал полностью 
заблокирован или существенно уменьшен. Поэ-
тому для определения особенностей взаимодей-
ствия антибиотика с порином мы провели экспе-
рименты на одиночных каналах при концентра-
ции белка 20 нг/мл (рис. 3б). В ходе эксперимента 
потенциал на мембране варьировали в пределах 
от –100 до +100 мВ, а порин вводили в ячейку 
с cis-(внеклеточной) стороны канала. Поскольку 
структура ячейки позволяет реализовать несим-
метричное введение гидрофильных/заряженных 
молекул с разных сторон мембраны, антибиотик 
добавляли с cis- и trans-стороны ячейки. Таким 
образом, ионы солей Nf могли оказаться в четырех 
принципиально различных положениях по отно-
шению к молекуле порина, указанных на рис. 4а 
(схема проведения эксперимента). В результа-
те было обнаружено, что проникновение солей 
норфлоксацина в канал модулирует ионный ток 
внутри одиночного канала порина. На характер 
его изменения (частоту и длительность событий 
блокировки) влияет изначальное положение моле-
кулы антибиотика по отношению к каналу порина, 
направление потенциала на мембране, а также его 
величина (рис. 4а).

Если рассматривать процесс блокировки ка-
нала как одноступенчатый, то можно рассчитать 
его кинетические параметры, а именно, констан-
ту ассоциации (Kon), пропорциональную частоте 
возникновения событий блокировки, и константу 
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диссоциации (Koff), обратно пропорциональную 
времени блокировки. Графики изменения кинети-
ческих параметров исследуемого взаимодействия, 
Kon и Koff, позволили сделать выводы об особенностях 
процесса блокировки канала в различных условиях.

При добавлении NfH+1 (Nf·HCl (2)) с cis-
(внеклеточной) стороны канала и положительном 
потенциале на мембране мы наблюдали макси-
мальное количество событий связывания и полную 

блокировку тока с длительным средним време-
нем связывания порина с антибиотиком. Об этом 
свидетельствовали максимальные значения Kon 
и минимальные значения Koff (рис. 4б). При этом 
увеличение потенциала приводило к возрастанию 
Kon и не влияло на Koff. При смене направления 
потенциала и увеличении его до –100 мВ резко 
уменьшалось количество событий связывания, 
а время блокировки канала уменьшалось в сред-
нем в 2 раза (рис. 4б). Вероятно, в данном случае 

Рис. 4. Результаты электрофизиологических экспериментов с моногидрохлоридом (б и в) и дигидрохлоридом (г и 
д) норфлоксацина на одиночных каналах неспецифического порина OmpF Y. pseudotuberculosis.
а — Схема проведения эксперимента. б–д — Графики изменения значений кинетических констант взаимодействия 
канала порина с антибиотиком, ассоциации (Kon) и диссоциации (Koff), приведены в зависимости от знака потен-
циала на мембране и положения антибиотика относительно порина: Nf·HCl добавлен с cis- (б) и trans-стороны (в); 
Nf·2HCl добавлен с cis- (г) и trans-стороны (д). Черные квадраты — Kon, белые окружности — Koff.
Напряжение подается на cis-электрод, что соответствует внеклеточной стороне поры.
Водная фаза: 1 M KCl, 10 мМ Трис-HCl, 10 мМ MES, 10 мM бета-аланин, 20 нг/мл белка. Мембранный потенциал 
от –100 до +100 мВ.
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направление электрического поля препятствует 
прохождению иона NfH+1 через канал, что ока-
зывает сильное негативное влияние на процесс 
связывания антибиотика.

Добавление NfH+1 с trans-(периплазматической) 
стороны канала при отрицательном потенциале 
на мембране также вызывает заметно меньшее 
количество событий и сокращение времени блоки-
ровки (по сравнению с вариантом 2б), однако при 
воздействии поля высокой интенсивности (ниже 

–50 мВ) значения Kon резко возрастают (рис. 4в). 
При положительном потенциале на cis-электроде 
вплоть до значения +100 мВ события блокировки 
канала не регистрировались (рис. 4в). Очевидно, 
это связано с воздействием электрического поля, 
препятствующего вхождению в канал положитель-
но заряженной молекулы антибиотика, вводимой 
с trans-стороны.

На втором этапе исследований в качестве мо-
дельного соединения был использован дигидрох-
лорид Nf, имеющий больший положительный 
заряд (рис. 4г и 4д). Добавление Nf2H+2 (Nf·2HCl 
(3)) в ячейку с порином вызвало эффект, очень 
похожий на взаимодействие с моногидрохлоридом 
Nf. Мы также наблюдали частичное перекрыва-
ние тримерных пориновых каналов со сходной 
частотой и длительностью блокирования тока 
(около 0.2 мс).

Как видно из данных рис. 4б‑4д, при всех усло-
виях эксперимента характер изменения констант 
ассоциации антибиотика с порином Kon от прило-
женного к мембране потенциала для обеих солей 
норфлоксацина в целом мало отличается. Однако 
в случае Nf2H+2 он более выражен как при низких, 
так и при высоких значениях потенциала обоих 
знаков. Так, введение Nf2H+2 с cis-стороны мем-
браны и положительном cis-потенциале при на-
пряжении больше 75 мВ наблюдается большее ко-
личество событий блокировки, чем в случае NfH+1. 
При cis-отрицательном потенциале практически 
не происходит событий блокировки канала, зато 
Koff имеет большие значения и больший их разброс, 
что, возможно, свидетельствует о нестабильности 
взаимодействия этой формы Nf с каналом (рис. 4г).

При введении Nf2H+2 с trans-стороны мембраны 
и cis-отрицательном потенциале увеличение его 
значения от –75 до –100 мВ не влияет на коли-
чество событий блокировки, как в случае NfH+1 

(рис. 4д). Наблюдаемые отличия, с одной стороны, 
могут быть обусловлены величиной заряда катиона, 
что подтверждает вывод о существенном влия-
нии электрического потенциала на процесс вза-
имодействия заряженной молекулы антибиотика 
с каналом порина. С другой стороны, выявленное 

нами асимметричное поведение при движении 
заряженных молекул Nf через канал YpOmpF, ко-
торое зависело не только от напряжения, но и от 
стороны введения антибиотика, свидетельствует 
о существовании внутри поры, по крайней мере, 
одного асимметричного сайта или двух сайтов 
связывания с норфлоксацином, различающихся 
по аффинности, и у двух форм Nf эти сайты могут 
различаться.

Молекулярный докинг и молекулярная дина-
мика (МД). Для поиска наиболее энергетически 
выгодных сайтов связывания антибиотика с вну-
тренней областью канала YpOmpF и предсказания 
природы вероятных взаимодействий на моле-
кулярном уровне была применена методология 
слепого белок-лигандного докинга в программе 
МОЕ 2019.0109 CCG [30]. При этом молекула ан-
тибиотика рассматривалась как гибкая, в то время 
как рецептор оставался жестким. В качестве ре-
цептора использовали 3D‑модель YpOmpF порина, 
которая была построена методом гомологично-
го моделирования с помощью программы МОЕ 
2019.01 CCG [30] на основании кристаллической 
структуры порина OmpF из E. coli (PDBID2OMF), 
как это было описано ранее [45].

В случае NfH+1 результаты белок-лигандного 
докинга позволили обнаружить существование 
двух наиболее энергетически выгодных кластеров, 
что указывает на наличие двух сайтов связывания 
на внутренней поверхности поры YpOmpF. Сайт 
связывания, характеризующийся минимальным 
значением оценочной функции (–6.50  ккал/моль), 
локализован на trans-стороне канала YpOmpF 
(trans-минимум), в то время как второй сайт свя-
зывания (–5.56 ккал/моль) расположен выше ЗК 
на внеклеточной стороне канала (cis-минимум) 
(рис. 5а, верхняя вставка). Для детальной характе-
ристики данных сайтов связывания были рассчи-
таны кратковременные (длиной 100 нс) симуляции 
полноатомной МД структуры комплекса NfH+1 
с тримером YpOmpF, встроенного в липидный бис-
лой и полностью сольватированного молекулами 
воды в присутствии 1 M KCl. Оценка энергетиче-
ского вклада нековалентных межмолекулярных 
взаимодействий в стабилизацию комплекса белка 
с NfH+1 в обоих сайтах связывания, выполненная 
с помощью соответствующего приложения про-
граммы МОЕ CCG [30], позволяет предположить, 
что в данном случае основной движущей силой 
взаимодействия являются электростатические 
силы. При этом роль «горячих точек» взаимо-
действия принадлежит остаткам Arg323 и Asp116 
и Lys28 в cis-минимуме и Asp92, а также Lys 84 
в trans-минимуме.
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Полученные нами данные согласуются с резуль-
татами исследования взаимодействия энрофлокса-
цина (EF) с OmpF порином E. сoli (EcOmpF), для 
которого было показано наличие двух сайтов свя-
зывания антибиотика выше и ниже ЗК [21]. Однако 
Mahendran и соавторы полагают, что EF в центрах 
связывания стабилизирован преимущественно бла-
годаря гидрофобным взаимодействиям с остатками 

Met38 и консервативным Phe118, а также водород-
ными связями с Arg132, Arg 82 и Tyr32 [21].

Следует отметить, что хотя EcOmpF и YpOmpF 
имеют высокую степень гомологии аминокислот-
ной последовательности (более 50%), у них суще-
ствуют некоторые различия, в частности, в длине 
и пространственной организации внешних пе-
тель, а также в распределении заряженных ами-
нокислотных остатков во внутренней области их 

Рис. 5. Пространственная организация вероятных комплексов YpOmpF с Nf·HCl. 3D‑структура гомотримера по-
рина YpOmpF, две субъединицы представлены в виде молекулярной поверхности, одна — в виде ленточной ди-
аграммы, липиды и водное окружение удалены для наглядности. Молекулы NfH+1 (а) и Nf2H+2 (б) в двух сайтах 
связывания приведены в шаровом представлении, в trans-положении розовым и синим цветом, в cis-положении — 
желтым и зеленым цветом, соответственно окружающие их аминокислотные остатки приведены в стержневом 
представлении. В выносках приведены 2D‑диаграммы межмолекулярных взаимодействий NfH+1 (а) и Nf2H+2 (б) 
в обоих сайтах связывания.
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каналов. Так, EcOmpF характеризуется наличием 
гидрофобного кармана в области Met38 и Phe118 
и наличием объемного ароматического остатка 
Tyr32 в составе более длинной, чем у YpOmpF, пет-
ле L1, тогда как YpOmpF вместо Met38 и Gly325 
(L8) имеет соответственно основные остатки Lys33 
и Arg323, которые формируют область положи-
тельного заряда. Именно этот кластер основных 
остатков определяет ориентацию карбоксильной 
группы молекулы NfH+1 внутри сайта связывания 
в области устья внешнего вестибюля поры YpOmpF 
(cis-сайт). Суммарный вклад солевых мостиков 
в энергию связывания составляет –5.57 ккал/моль. 
Таким образом, показано, что электростатические 
взаимодействия вносят основной вклад при свя-
зывании моногидрохлорида Nf с обоими сайтами. 
При этом с cis-стороны ключевым остатком явля-
ется Arg323 (–4.2 ккал/моль), с trans-стороны — 
Asp92 (–9.3 ккал/моль).

Результаты молекулярного моделирования (до-
кинга) свидетельствуют о том, что взаимодействие 
Nf2Н+2 с YpOmpF также характеризуется наличи-
ем двух высокоаффинных периферических кла-
стеров с cis- и trans-стороны поринового канала 
со значением оценочной функции –5.82 и –6.32 
ккал/моль соответственно, причем последний 
является энергетически более предпочтительным. 
Следует отметить, что локализация cis-минимума 
в значительной степени перекрывается с таковой 
для NfH+1 в области Asp116 (Asp121 у EcOmpF), 
однако в отличие от моногидрохлорида сайт свя-
зывания дигидрохлорида Nf с порином смещен 
ближе к стенке барреля, и антибиотик может кон-
тактировать с Asn311 и Lys288. Симуляция МД 
и последующая оценка энергетического вклада 
нековалентных межмолекулярных взаимодействий 
позволила выявить, что основная роль в форми-
ровании комплекса принадлежит остаткам Asp116 
(Asp121 у EcOmpF) и Asn311, Lys288, а также Phe113. 
В то же время боковая цепь функционально важ-
ного консервативного остатка Asp116 формирует 
водородные связи (до –15.5 ккал/моль) и ионное 
взаимодействие атома азота хинолонового цикла 
Nf2H+2 (до –8.9 ккал/моль) с Asn311, а вариабель-
ный остаток Lys288 «прикрепляет» данную форму 
Nf посредством водородных связей (–6.3 и –4.9 
ккал/моль соответственно) к СООН группе Nf2H+2. 
Phe113 способен стабилизировать комплекс по-
средством Pi-взаимодействия своего ароматиче-
ского кольца с метильной группой антибиотика.

Следует отметить, что для дигидрохлорида Nf 
движущими силами комплексообразования вы-
ступают водородные связи совместно с гидрофоб-
ными взаимодействиями, аналогично таковым, 

наблюдавшимся для комплекса основания Nf (1) 
и EcOmpF [23].

Что касается trans-минимума в случае Nf2H+2, 
его локализация неожиданно для нас оказалась со-
вершенно отличной от таковой для NfH+1, а именно 
ниже петли L3, однако с противоположной сторо-
ны внутриклеточной части поры (рис. 5а, нижняя 
вставка). Согласно результатам комбинации рас-
четных методов наиболее энергетически выгодное 
положение Nf2H+2 в составе комплекса с порином 
псевдотуберкулезного микроба обусловлено преи-
мущественно множественными ионными взаимо-
действиями и водородными связями боковой цепи 
Asp218 (–10.12 и –11.8 ккал/моль соответственно) 
с вторичным атомом азота пиперазинового цикла 
дигидрохлорида Nf, а также Lys16 с карбоксильной 
группой Nf2H+2 (–10.9 и –15.9 ккал/моль соответ-
ственно). Карбоксильный кислород Asp108 (Asp113 
у EcOmpF) стабилизирует комплекс посредством 
водородной связи c атомом азота хинолонового 
цикла и вносит вклад порядка –7.6 ккал/моль. 
Более того, боковые цепи Tyr297, Ser303 и Gln337 
«прикрепляют» водородными связями часть мо-
лекулы Nf2H+2, несущую отрицательный заряд, 
и дают вклад в стабилизацию комплекса от –4.8 
до –1.9 ккал/моль.

Следует отметить, что в отличие от относитель-
но стабильного положения в cis-сайте молекула 
Nf2H+2, находясь в trans-сайте, является более гиб-
кой и во время МД‑моделирования демонстрирует 
большую способность к изменению своего поло-
жения. Пиперазиновый цикл Nf2H+2, достаточно 
прочно связанный боковой цепью Asp218 посред-
ством как водородных связей, так и электростати-
ческих взаимодействий, смещается незначительно, 
в то время как его хинолоновый фрагмент меняет 
свое положение более чем на 4 Å (с RMSD4.2 Å), 
образуя множественные контакты с Lys16, Gln337 
и Tyr297. Примечательно, что боковые цепи этих 
остатков претерпевают лишь незначительные из-
менения (с RMSF от 0.82 до 1.7 Å).

Таким образом, внутри канала YpOmpF по обе 
стороны от ЗК было обнаружены два энергети-
чески выгодных сайта связывания заряженных 
молекул антибиотика. В первом сайте, обозна-
ченном нами NВS1 (norfloxacin binding site), рас-
полагающемся в устье канала вблизи вестибюля 
поры, связываются обе несущие положительный 
заряд молекулы Nf с общим энергетическим вкла-
дом нековалентных белок-лигандных взаимодей-
ствий в формирование комплекса порина с NfH+1 
и Nf2H+2, равным –38.74 и –37.79 ккал/моль со-
ответственно. Локализация второго сайта NВS2 
для ионов NfH+1 и Nf2H+2 отличается. Для NfH+1 
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он находится практически на выходе из канала 
и характеризуется максимальной аффинностью 
(с вкладом –51.45 ккал/моль), а для Nf2H+2 распо-
ложен достаточно близко к ЗК на противополож-
ной стенке барреля (с вкладом –41.42 ккал/моль).

Учитывая разницу в аффинности этих двух пе-
риферических сайтов, можно предположить, что 
транслокация антибиотика от cis- к trans-сайту 
выгодна энергетически. Тем не менее блокировка 
тока через канал молекулами антибиотика в дан-
ных сайтах вряд ли возможна. Скорее всего, она 
обусловлена ориентацией антибиотика, которую 
он приобретает при прохождении ЗК в процессе 
перемещения в канале порина. Действительно, 
с помощью направленного белок-лигандного до-
кинга в области 6Å от ЗК обнаружен еще один 
кластер энергетически выгодных положений для 
обеих форм Nf (NВS3). Однако ориентация этих 
заряженных форм антибиотика при связывании 
в этом сайте различается (рис. 6).

В случае NfH+1 в сайте NВS3 ось молекулы ан-
тибиотика ориентирована под углом к плоско-
сти мембраны, ее хинолоновый кор полностью 
перекрывает ЗК, чему способствует прочное 
взаимодействие с противоположными стенка-
ми барреля (рис. 6, верхняя вставка) посредством 

множественных водородных связей и электро-
статических взаимодействий с остатками Arg37 
и Lys16, локализованными на одной стенке бар-
реля, и Glu252, находящимся на другой стороне. 
В то же время Ser119 и Asn 104 в составе петли L3 
стабилизируют комплекс водородными связями. 
Следует отметить, что аналогично cis-сайту именно 
электростатические взаимодействия являются ос-
новной движущей силой во взаимодействии NfH+1 
с YpOmpF в зоне NВS3, их вклад в энергию взаи-
модействия составляет –24.54 ккал/моль против 

–20.2 ккал/моль для водородных связей.
Молекула Nf2H+2 в области ЗК имеет такую 

ориентацию относительно порина, при которой 
плоскость хинолонового цикла расположена прак-
тически параллельно плоскости мембраны, в то 
время как его пиперазиновый цикл достаточно 
подвижен и может занимать несколько равно-
вероятных положений относительно связи с хи-
нолоновым кором. Анализ межмолекулярных 
взаимодействий и оценка их вклада в стабили-
зацию комплекса позволили выявить ключевую 
роль Asp108 (Asp113 у EcOmpF) в связывании ди-
гидрохлорида Nf в этой области. Он формирует 
множество водородных связей и ионных взаимо-
действий как с вторичным атомом азота пипера-
зинового цикла, так и атомом азота хинолонового 

Рис. 6. Пространственная организация вероятных комплексов YpOmpF с NfH+1 и Nf2H+2. 3D‑структура мономера 
порина YpOmpF, в виде ленточной диаграммы, часть β-тяжа, липиды и водное окружение удалены для наглядности. 
Молекулы NfH+1 (синий цвет, нижняя вставка) и Nf2H+2 (коричневый цвет, верхняя вставка) в сайте связывания 
NВS3 приведены в шаростержневом представлении. В выносках приведены 2D‑диаграммы нековалентных межмо-
лекулярных взаимодействий NfH+1 (верхняя вставка) и Nf2H+2 (нижняя вставка) с YpOmpF.
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кора молекулы (–8.6±0.2 и –7.96±0.32 ккал/моль 
соответственно). Следует отметить, что оба эти 
атома азота были модифицированы при введении 
положительного заряда в результате получения 
солевых форм Nf. При этом остатком, во многом 
определяющим ориентацию Nf2Н+2, является 
Asn104 (Leu109 уEcOmpF), боковая цепь которого 
«прикрепляет» другую часть молекулы этой формы 
антибиотика к его карбоксильной группе с по-
мощью водородной связи (–6.8±0.5 ккал/моль). 
Необходимо, однако, отметить, что боковая цепь 
Arg37 оказывает неблагоприятное воздействие на 
стабилизацию комплекса посредством «выталки-
вания» положительно заряженной пиперазиновой 
части Nf2Н+2 и образования достаточно обширной 
области контакта (77 A2).

Следует заметить, что обнаруженные нами раз-
личия в положении молекул основания Nf (1) и его 

заряженных форм (NfН+1и Nf2Н+2) по отношению 
к каналу YpOmpF, по сравнению с представленны-
ми в литературе данными [23] взаимодействия Nf 
с каналом порина Е. coli, очевидно, связаны с раз-
личиями в первичной структуре этих белков. В слу-
чае однозарядной формы NfН+1 энергетический 
вклад взаимодействий антибиотика с порином 
составляет –37.19 ккал/моль, что близко к таковому 
в сайте NВS1, в то время как для Nf2Н+2 этот вклад 
не столь существенен (–19.65 ккал/моль). Этот 
факт косвенно объясняет более высокие средние 
значения Koff для дигидрохлорида Nf2Н+2.

Для того чтобы выяснить, как заряд молекулы 
антибиотика влияет на характер его взаимодей-
ствия с каналом YpOmpF, для основания Nf (1) 
было проведено in silico исследование. Согласно 
полученным нами результатам молекулярного мо-
делирования, он не имеет периферических сайтов 

Рис. 7. Пространственная организация вероятных комплексов Nf с YpOmpF. 3D‑структура мономера порина YpOmpF, 
в виде ленточной диаграммы, часть β-тяжей, липиды и водное окружение удалены для наглядности. Возможные ори-
ентации молекулы Nf (верхняя часть — розовый цвет и нижняя часть — голубой цвет) в ЗК приведены в шаростержне-
вом представлении, остатки, ответственные за связывание Nf, приведены в стержневом представлении и обозначены. 
Ионные взаимодействия обозначены голубыми поверхностями, водородные связи — серыми стержнями.

Таблица 1. Антимикробная активность норфлоксацина и его солей по отношению к Y. рseudotuberculosis 598 Ib

Образец МИК100, мкM
Nf 0.30 ± 0.01*#
NfH+1 0.30 ± 0.02*#
Nf2H+2 0.61 ± 0.02*#
Гентамицин 10.46 ± 0.04*

Примечание. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего (n = 6), где n — число повторе-
ний, * — статистическая достоверность полученных результатов в сравнении с контролем (растворитель), # — статистическая 
достоверность полученных результатов для Nf и его солей в сравнении с действием гентамицина. МИК100 — минимальная 
ингибирующая концентрация антибиотика, при которой полностью подавляется рост бактерий.
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связывания, а образует единственный обшир-
ный сайт связывания в ЗК (рис. 7). Основная роль 
при взаимодействии с антибиотиком в этой зоне 
канала принадлежит консервативным остаткам 
Arg37 (Arg42 у EcOmpF) и Arg77 (Arg82 у EcOmpF), 
которые формируют сеть водородных связей и ион-
ных взаимодействий с карбоксильной группой 
хинолонового цикла, а также Asp72. Эти резуль-
таты хорошо согласуются с данными электро-
физиологических исследований и моделиро-
вания взаимодействия Nf с порином EcOmpF, 
выделенным из микроорганизма дикого типа, 
и его мутантными формами [23]. Эти данные 
свидетельствуют об отсутствии ампициллин-по-
добного минимума в так называемой зоне пре-
дориентации, содержащей R167/168E (Asp164 
у YpOmpF) и E117Q (Val164 у YpOmpF), обнару-
женной у мутантов EcOmpF. В отличие от канала 
EcOmpF при взаимодействии канала YpOmpF 
с основанием Nf в ходе симуляции МД мы на-
блюдали два равновероятных варианта вхож-
дения Nf в ЗК по направлению вдоль оси поры 
YpOmpF как карбоксильной группой хиноло-
нового кора, так и пиперазиновым фрагментом. 
Вероятно, в случае Nf и Nf2Н+2 ориентирующее 
молекулу антибиотика электростатическое поле 
не столь сильно выражено из-за особенности 
распределения зарядов на поверхности молекул 
норфлоксацинов. Или можно предположить, что 
наличие Lys163-Asp164 и Val112 у YpOmpF вместо 
Arg167-Arg168 и Glu117, как это имеет место у по-
рина EcOmpF, приводит к менее выраженному 
влиянию зоны предориентации на ориентацию 
Nf при его вхождении в пору каналаYpOmpF.

Антимикробная активность норфлоксацина (1) и его 
солей (2) и (3). На заключительном этапе нашего 
исследования мы сравнили антибактериальную 
активность всех трех форм норфлоксацина. 
Оказалось, что Nf и моногидрохлорид Nf оказывают 
практически одинаковое действие в отношении 
грамотрицательных бактерий Y. pseudotuberculosis, 
а дигидрохлорид Nf в 2 раза менее эффективен, чем 
моногидрохлорид. Показано, что МИК100 для Nf 
в отношении Y. pseudotuberculosis 598 более чем в 33 
раза ниже, чем для бактерицидного антибиотика 
широкого спектра действия гентамицина из группы 
аминогликозидов (таблица).

В то же время действие моногидрохлорида Nf 
на этот штамм Y. pseudotuberculosis не отличает-
ся от действия Nf, тогда как антибактериальная 
активность дигидрохлорида Nf снижается вдвое.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Процесс транслокации молекул через порино-
вые каналы in vivo происходит в основном за счет 
пассивной диффузии. Зона сужения или констрик-
ции канала обеспечивает мощный стерический 
и электростатический барьер против переноса 
нейтральных, заряженных и цвиттер-ионных мо-
лекул [23], особенно когда размер молекулы при-
ближается к таковому зоны сужения. Некоторые 
авторы считают, что связывание в ЗК необходимо 
для облегчения эффективного переноса анти-
биотика через каналы неспецифических поринов 
OmpF типа [14]. В свою очередь, взаимодействие 
в ЗК определяется свойствами антибиотика, что 
влияет как на его ориентацию [14], так и на асим-
метрию активационного барьера [46].

Условия проведения электрофизиологических 
экспериментов подразумевают наличие мембран-
ного потенциала, который, в свою очередь, направ-
ляет движение молекулы через канал. В результате 
транслокация молекул определяется аддитивным 
эффектом воздействия на нее этих двух электри-
ческих полей. Поскольку поверхностный заряд 
внутри канала YpOmpF не меняется, изменение 
направления и величины потенциала на мембране, 
а также использование модельного антибиотика 
с различной величиной заряда позволили нам оце-
нить влияние электрофоретической компоненты 
этого процесса в различных условиях. Исполь-
зование в эксперименте положительно заряжен-
ных молекул Nf было обусловлено также тем, что 
в литературе есть прямые доказательства того, что 
цвиттер-ионные β-лактамные антибиотики (ампи-
циллин и амоксициллин) взаимодействуют с пори-
новыми каналами с более высоким сродством, чем 
отрицательно заряженные молекулы (анионные 
антибиотики карбенициллин, азлоциллин и пи-
перациллин) [47]. Авторы считают, что этот факт 
свидетельствует о том, что именно специфиче-
ские взаимодействия вблизи зоны сужения канала 
OmpF характерны для цвиттер-ионных антибио-
тиков, но не их анионных аналогов, обладающих, 
вероятно, пониженной аффинностью связывания 
внутри поры либо полным отсутствием таковой. 
Однако в литературе нет данных, каким образом 
введение дополнительного положительного заряда 
в молекулу антибиотика влияет на транслокацию 
его внутри OmpF канала.

Для построения модели взаимодействия канала 
OmpF Y. рseudotuberculosis c антибиотиком были 
использованы нейтральная (основная) и две водо-
растворимые заряженные формы норфлоксацина. 
Сообщалось, что в буферных растворах при рН 
7.0–7.2 Nf (1) существует в виде смеси двух форм: 
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цвиттер-ионной (1-Z) и нейтральной (1-N), со 
значительным вкладом последней [23, 41, 48]. По 
своей природе Nf (1) является амфотерным сое-
динением (pKa1 = 6.34, pKa2 = 8.75). Кислотные 
свойства норфлоксацина определяются наличием 
в его структуре СООН‑группы, а основные — на-
личием вторичного атома N в положении 12 и двух 
третичных атомов N в положениях 1 и 9. Считается, 
что переход нейтральной формы (1-N) в цвит-
тер-ионную форму (1-Z) в буферных растворах 
(рН 7.0–7.2) происходит под действием протона 
Н+ и гидроксид-аниона НО–. Однако известно, 
что «голые» ионы в воде не существуют, а образу-
ют с молекулами воды положительно заряженные 
ассоциаты состава Н5О2

+ и Н7О3
+ и отрицательно 

заряженные ассоциаты состава Н3О2
– [49]. Сле-

дует учитывать, что противоположно заряжен-
ные ионы указанного состава всегда окружены 
сольватной оболочкой («шубой») из нескольких 
молекул воды, и это значительно затрудняет их 
контакты как с СООН‑группой, так и с атомом N 
(12) молекулы норфлоксацина. Даже если допу-
стить образование цвиттер-ионной формы (1-Z) 
в результате одновременного взаимодействия (1-N) 
формы Nf с ионами Н5О2

+ и Н3О2
–, то суммарный 

заряд этой формы будет равен нулю [41], как и для 
нейтральной формы (1-N).

К сожалению, энергетика этого процесса до на-
стоящего времени остается неизученной. Возмож-
но ли экспериментально подтвердить существова-
ние цвиттер-ионной формы (1-Z) норфлоксацина 
в буферном растворе (рН 7.0–7.2)? Известны два 
подхода к решению этой проблемы. Первый из них 
основывается на сопоставлении экспериментально 
найденной величины дипольного момента молеку-
лы µ с теоретически рассчитанной. Авторы работы 
[50] показали, что экспериментальное значение 
дипольного момента µ Nf в дистиллированной 
воде равно 7.2 Д. Оценка значения µ Nf в вакуу-
ме методом DFT B3LYP/6–31 G дала значение 
6.8 Д. Сходимость этих результатов оказалась до-
статочно хорошей. Эти данные позволяют заклю-
чить, что в дистиллированной воде Nf существует 
в нейтральной форме (1-N), поскольку, как было 
указано выше, определение µ для цвиттер-ионной 
формы дало значение от 44 до 59 Д.

Второй подход основывается на сопоставле-
нии экспериментальных УФ‑спектров различ-
ных соединений с теоретически рассчитанными. 
В разделе «Результаты» указано, что сопоставление 
параметров экспериментальных УФ‑спектров 
Nf в рабочем буфере и в дистиллированной воде 
с таковыми теоретически рассчитанных спектров 
позволяет говорить о существовании молекулы 
норфлоксацина в этих средах в нейтральной форме 

(1-N). Если форма (1-Z) норфлоксацина и обра-
зуется в используемом нами буфере, то ее вклад 
в равновесие с формой (1-N) незначителен, и он 
не должен оказывать какого-либо влияния на ре-
зультаты электрофизиологических исследований.

Соли Nf (2) и (3) склонны к диссоциации в воде 
с образованием хлорид-иона Cl– и больших по-
ложительных ионов NfH+1/Nf2H+2. Используя 
солевые формы антибиотика, мы имеем дело не 
с поляризованной формой норфлоксацина, а с его 
положительно заряженными ионами, что, несо-
мненно, вносит свой вклад в кинетику процесса 
рассматриваемого взаимодействия. С помощью 
электромагнитного поля, действующего на ионы, 
мы «вмешиваемся» в продвижение антибиотика 
по каналу YpOmpF, поскольку создаем электро-
форетическую силу, которая либо препятствует, 
либо способствует диффузии. Кроме того, поло-
жительный заряд на молекуле Nf, скорее всего, 
способствует увеличению времени пребывания 
антибиотика в канале, тогда как при прохожде-
нии канала нейтральной (основной) формой Nf 
блокировки канала не было обнаружено, очевид-
но, потому что указанное взаимодействие было 
слишком кратким.

Как было сказано выше, данные, полученные 
с использованием БЛМ, рассматривались с учетом 
того, что при низкой концентрации антибиотика 
только одна его молекула участвует в одном собы-
тии блокировки канала. Измеренная нами кон-
станта ассоциации (Kon) характеризует скорость 
проникновения молекулы антибиотика с cis- или 
trans-стороны к сайту блокировки канала и при 
разных условиях эксперимента связана с различ-
ными активационными барьерами, преодолевае-
мыми молекулой антибиотика при транслокации. 
Константа скорости диссоциации (Koff) описывает 
скорость, с которой молекулы антибиотика высво-
бождаются из этого сайта связывания на cis- или 
trans-сторону. Koff  представляет собой суммар-
ную скорость диссоциации (Кofftotal), поскольку 
отдельные ее значения при диссоциации комплекса 
в разных направлениях не могут быть измерены 
независимо друг от друга. Как показали экспери-
менты, значение Koff   мало зависело от параметров 
поля, приложенного к мембране, а длительность 
блокировки канала обеими заряженными мо-
лекулами норфлоксацина была одного порядка 
(0.2 мс). Подобный эффект независимости Koff от 
приложенного к мембране напряжения (voltage 
independent effect) наблюдался для каналов му-
тантных форм (К168Е) OmpF E. coli [23].

С другой стороны, электрофизиологические 
эксперименты выявили существенное влияние на 
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значение Kon величины и направления электриче-
ского поля, приложенного к мембране. Анализ из-
менений Kon под действием потенциала позволяет 
говорить о схожем механизме взаимодействия с ка-
налом обеих солевых форм (2) и (3) антибиотика.

Результаты, полученные с помощью комбина-
ции расчетных методов, показали наличие внутри 
канала YpOmpF трех энергетически выгодных сай-
тов связывания заряженных молекул антибиотика 
с различной степенью аффинности, меньшей — для 
экстрацеллюлярного сайта (NBS1) и большей — 
на выходе из поры (NBS2). Интересно отметить 
различную локализацию этих сайтов для разных 
форм антибиотика. Так, они имеют один и тот же 
сайт связывания вблизи устья канала NBS1, прак-
тически одинаковый по аффинности для обеих 
заряженных форм Nf, расположение второго сайта 
NBS2 для разных производных Nf существенно 
различается. Что касается нейтральной формы Nf, 
она имеет только один сайт связывания вблизи 
ЗК, который состоит из нескольких участков, т. е. 
представляет собой кластер сайтов с суммарной 
аффинностью, меньшей по сравнению с перифе-
рийными сайтами связывания, обнаруженными 
для заряженных форм антибиотика. Интересно 
отметить, что этот сайт связывания Nf частично 
перекрывается с сайтом карбомициллина, «сокри-
сталлизованного» с EcOmpF дикого типа [14], в об-
ласти Arg37 (равен Arg42 EcOmpF) и Glu57 (равен 
Glu62 EcOmpF). При этом карбомициллин лишь 
частично блокирует ток через канал. Полученные 
результаты и сравнение их с литературными дан-
ными позволяют сделать вывод о том, что наличие 
у молекулы норфлоксацина положительного заряда 
и его величина повышают способность связывания 
такой формы антибиотика внутри OmpF канала 
псевдотуберкулезного микроба.

Данные моделирования хорошо согласуются 
с результатами электрофизиологических иссле-
дований. Выявленное нами асимметричное по-
ведение при движении заряженных молекул Nf 
через канал YpOmpF зависело не только от на-
пряжения, но и от стороны введения антибиотика, 
что указывает на возможность блокировки тока 
при связывании с этими формами антибиотика 
либо в двух разных, отличающихся по аффинно-
сти сайтах, либо в одном несимметричном сайте. 
Поскольку, как было сказано выше, данные мо-
делирования указывают на то, что блокировка не 
может происходить в периферийных сайтах, мы 
предполагаем наличие одного несимметричного 
сайта блокировки в зоне сужения канала.

Совокупность полученных нами данных, экспе-
риментальных и теоретических, свидетельствуют 

об асимметричной структуре канала YpOmpF. Они 
также дают представление о кинетике процесса 
взаимодействия антибиотика с каналом YpOmpF 
и ступенчатом характере преодоления его заря-
женной молекулой нескольких энергетических 
барьеров: двух, обусловленных взаимодействи-
ем с энергетически выгодными периферийными 
сайтами по обе стороны канала (U1 и U2 ), и двух 
(U3 и U4) — в ЗК, где происходит блокировка тока 
(рис. 8). Как видно из данных рис. 8, наблюдаемая 
нами асимметрия в Kon при введении заряженных 
молекул Nf с разных сторон мембраны свидетель-
ствует о существенной разнице в энергетических 
барьерах, необходимых для проникновения анти-
биотика в сайт блокировки (U1<U2).

Несимметричный график зависимости Kon от 
знака потенциала на мембране свидетельствует 
о том, что приложенное к мембране напряжение 
может либо «помогать», либо «препятствовать» 
преодолению этого барьера. Наглядным приме-
ром этому является один из вариантов нашего 
эксперимента, когда мы не наблюдали событий 
блокировки тока. При положительном потенциале 
на cis-электроде и введении солей Nf (рис. 4в и 4д) 
с trans-стороны ячейки прохождению заряженной 
молекулы антибиотика в зону блокировки кана-
ла одновременно препятствовало и направление 
электрического поля, и близость сайта взаимо-
действия с аффинностью, большей, чем в зоне 
блокировки канала.

Как было сказано выше, Koff представляет со-
бой суммарную скорость диссоциации (Кofftotal), 
поскольку отдельные ее значения при диссоциа-
ции комплекса в разных направлениях не могут 
быть точно измерены независимо друг от друга 
для незаряженного основания Nf. Однако имея 
заряженную молекулу (в нашем случае соли (2) 
и (3) норфлоксацина), мы можем оценить Koffcis 
и Kofftrans в сравнительном плане, поскольку, дей-
ствуя запирающим напряжением, добиваемся 
преимущественного выхода молекулы с cis-или 
trans-стороны. Таким образом, мы можем оценить, 
какой барьер является более высоким, U3 или U4.

О необходимости преодоления энергетиче-
ских барьеров в ЗК (в сайте NВS3) свидетельствует 
следующий экспериментальный факт. Несмо-
тря на близость значений Kofftotal, было отмечено, 
что при отрицательных потенциалах ее величина 
примерно в 2 раза выше, чем при положительных 
(рис. 4 б и 4в). Это свидетельствует о более низком 
cis-барьере (U3<U4), так как при отрицательном 
потенциале на cis-электроде положительно заря-
женная молекула после диссоциации комплекса 
должна двигаться в cis-сторону. Опираясь на эти 
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выводы и полагая, что блокировка тока через мем-
брану происходит в ЗК, можно предположить, что 
прямая транслокация модельного антибиотика 
в клетку (из внеклеточной стороны во внутри-
клеточную) происходит через последовательное 
преодоление двух барьеров U1 и U4, в то время 
как обратное движение сильно затруднено боль-
шим по величине барьером U2. Находясь в сайте 
блокировки, заряженная молекула антибиотика 
может выйти обратно наружу, преодолевая барьер 
U3, однако при достаточно большом градиенте 
концентрации прямой перенос может преобла-
дать. Очевидно, при поглощении антибиотика 
бактериальными клетками из внешней среды дви-
жение заряженных молекул Nf происходит от cis- 
к trans-стороне мембраны. Обратное движение 
возможно, и оно значительно усиливается при 
приложении потенциала ниже –50 мВ, при этом 
NfH+1 может достигнуть сайта блокировки через 
потенциальный барьер.

Описанная нами асимметрия канала YpOmpF, 
в целом, является распространенной для неспец-
ифических пориновых каналов этого типа и рас-
сматривается различными исследователями как 
свидетельство наличия нескольких различных 
сайтов блокировки на cis- и trans- сторонах либо, 
как в нашем случае, наличия одного ассиметрично-
го сайта блокировки. Так, при исследовании пути 
энрофлоксацина, фторхинолонового антибиоти-
ка, через канал внешней мембраны OmpF E. coli 
с помощью методов моделирования обнаружено 
два сайта связывания антибиотика, расположен-
ных по обеим сторонам от ЗК и отделенных от 
нее большими энергетическими барьерами [21]. 
Блокировка ионного тока вызывалась молекула-
ми, занимающими любой из этих периферийных 

сайтов. Поскольку константы ассоциации зави-
сели только от знака потенциала, а не от стороны 
добавления антибиотика, был сделан вывод об их 
равноценности. Анализ выявил сильное сродство 
энрофлоксацина к OmpF, самое высокое среди 
когда-либо зарегистрированных для антибиоти-
ков при взаимодействии с пориновыми каналами. 
Однако точечная мутация в зоне сужения канала 
OmpF, а именно замена аспарагиновой кислоты 
в положении 113 на аспарагин (D113N), снижа-
ла аффинность до уровня, сравнимого с силой 
связывания других антибиотиков. При этом оба 
сайта перестают играть какую-либо роль в блоки-
ровке тока, а вместо них образуется новый сайт 
связывания в области сужения. Он является асси-
метричным, поскольку для его достижения с cis- 
и trans-стороны требуется преодоление разных 
энергетических барьеров. Таким образом, авторам 
удалось продемонстрировать, как одна точечная 
мутация может привести к сдвигу аффинного сай-
та внутри канала и существенно модифицировать 
транслокацию.

В работе [51] исследован транспорт сахаров 
через мальтопориновые каналы кишечной палоч-
ки. Авторы представили новую асимметричную 
модель, согласно которой с периплазматической 
стороны поринового канала существует в 2–3 раза 
более высокий энергетический барьер, чем с вне-
клеточной стороны.

В работе [23] были исследованы закономер-
ности транспорта жесткой дипольной молекулы 
норфлоксацина с использованием OmpF и OmpC 
белков в качестве прототипов типичных пориновых 
каналов. Авторы утверждают, что обнаруженная 
ими асимметрия кинетических констант относи-
тельно сторон добавления антибиотика позволяет 

Рис. 8. Профили энергетических барьеров при транслокации заряженных форм норфлоксацина (NfH+1 и Nf2H+2) 
через канал OmpF Y. pseudotuberculosis.
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сделать вывод о наличии двух различных сайтов 
блокировки, что с нашей точки зрения неверно. 
Подобная асимметрия может указывать лишь на 
разницу в потенциальных барьерах, которые не-
обходимо преодолеть молекуле антибиотика для 
достижения или освобождения из сайта связы-
вания, и ничего не говорит о количестве сайтов 
блокировки. Экстрацеллюлярный сайт, как пока-
зывают данные моделирования, состоит из двух 
участков, в первом происходит захват молекулы 
антибиотика и ориентация ее перпендикулярно 
оси поры, а сама блокировка происходит во вто-
ром участке во время прохождения через ЗК, когда 
молекула ориентируется вдоль оси поры. При этом 
приложенный потенциал «помогает» сориентиро-
вать молекулу антибиотика для проникновения 
в ЗК, о чем свидетельствует пропорциональное 
увеличение значения Коn.

Антибактериальная активность препаратов 
определяется их транслокацией и накоплением 
в бактериальной клетке, а также взаимодействием 
с ключевыми вне- и внутриклеточными мишенями 
или тем и другим. В данном исследовании мы со-
средоточили внимание на влиянии положительного 
заряда в молекулах солей Nf в положениях N(12) 
и N(1) на механизм YpOmpF‑опосредованного 
прохождения в бактериальную клетку. В то же 
время в результате тестирования антибактериаль-
ной активности норфлоксацинов было показано, 
что введение положительного заряда в молеку-
лу Nf (1) существенно не меняет их способность 
подавлять рост грамотрицательных бактерий Y. 
pseudotuberculosis, а значения МИК100 сохраняют 
тот же порядок. Однако остается неясным, чем 
вызвано статистически значимое двукратное сни-
жение активности Nf2H+2 по сравнению с актив-
ностью NfH+1 и Nf (1). С одной стороны, наши 
результаты согласуются с выводами, сделанными 
в работе [14], что усиление взаимодействия анти-
биотика с сайтами связывания внутри поринового 
канала отрицательно влияет на чувствительность 
бактерий к этому соединению. Такие выводы были 
сделаны на основе исследований взаимодействия 
мутантных поринов EcOmpF с антибиотиками, 
а также тестирования их антимикробной актив-
ности в отношении бактерий, экспрессирующих 
мутантные порины. В случае дигидрохлорида Nf 
мы действительно наблюдали двукратное снижение 
эффективности в отношении бактерий псевдоту-
беркулеза. С другой стороны, совпадение данных 
о значении МИК100 для NfH+1 и Nf (1) (табл. 1) ука-
зывает на отсутствие прямой зависимости между 
степенью аффинности связывания этих форм Nf 
внутри канала YpOmpF порина и антибактериаль-
ным действием. Этот факт может лишь указывать 

на то, что эти отношения гораздо сложнее. Оче-
видно, существенное значение имеет не только 
наличие заряда, но и локализация последнего на 
молекуле Nf. По-видимому, отсутствие заряда 
на группе HN(12) пиперазинового кольца Nf не 
оказывает решающего влияния на биологическую 
активность, тогда как в случае дигидрохлорида Nf 
заряд атома N(1) в кольце А молекулы очень важен 
с точки зрения антимикробного действия. Воз-
можно также, что такая локализация положитель-
ного заряда в хинолоновом ядре молекулы может 
влиять на эффективность и/или селективность по 
отношению к ключевым мишеням бактериальной 
клетки. Для решения этого вопроса необходимы 
дополнительные исследования влияния различных 
форм Nf на внутриклеточные мишени.

Полученные результаты свидетельствуют о суще-
ственном влиянии положительного заряда молекулы 
антибиотика на характеристики ее транслокации, но 
не на ее антимикробную активность в отношении 
грамотрицательной бактерии Y. pseudotuberculosis. 
Так, Nf и обе его солевые формы на два порядка эф-
фективнее гентамицина в отношении исследуемых 
бактерий псевдотуберкулеза. Однако двукратное 
различие между Nf·HCl и Nf·2HCl в способности ин-
гибировать рост бактерий на данный момент трудно 
объяснить. Возможно, это связано с особенностями 
их порин-опосредованной транслокации и/или вну-
триклеточной маршрутизации. В связи с этим необ-
ходимы дальнейшие исследования, чтобы пролить 
свет на то, как величина и распределение положи-
тельного заряда молекулы Nf влияют на их взаимо-
действие с различными мишенями внутри бактери-
альной клетки. Таким образом, применение метода 
реконструкции белка в БЛМ в сочетании с МД 
позволило нам определить влияние положительного 
заряда в молекуле норфлоксацина на передвижение 
антибиотика по каналу порина. Для моно- 
и дихгидролорида Nf обнаружено существование 
двух периферийных высокоаффинных сайтов 
связывания, взаимодействие с которыми, по-
видимому, не приводит к блокировке канала, а также 
асимметричного сайта блокировки тока вблизи зоны 
сужения канала. При этом характер взаимодействия 
с этими сайтами зависит не только от потенциала 
на мембране и стороны введения антибиотика, но 
и от величины и локализации заряда в молекуле 
антибиотика. Следует подчеркнуть также особую 
роль экстрацеллюлярного сайта в предварительном 
концентрировании антибиотика и ориентации его 
молекулы перед вхождением в пору.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у них 
нет конфликта интересов.
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The interaction of Yersinia pseudotuberculosis OmpF (YpOmpF) porin with the fluoroquinolone antibiotic 
norfloxacin (Nf) and its derivatives (mono- and dihydrochloride) was studied using methods based on the 
use of bilayer lipid membranes (BLM), molecular modeling, and antibacterial activity testing. Asymmetric 
behavior of charged Nf (NfH+1) and (Nf2H+2) molecules was found to move through the YpOmpF 
channel depending on the membrane voltage and the side of antibiotic addition. Electrophysiological 
data were confirmed by computer modeling. For charged forms of the antibiotic, the presence of two 
peripheral high-affinity binding sites (NBS1 and NBS2), as well as an asymmetric current blocking site 
near the channel constriction zone (NBS3), was detected. The NBS1 site located near the channel mouth 
has almost the same affinity for both charged forms of Nf, while the localization of the more energetically 
favorable NBS2 site for the two salt forms of the antibiotic differs significantly. Nf has only one binding 
site near the channel constriction zone, which is a cluster of sites with lower overall affinity compared to 
the peripheral binding sites mentioned above. Slight differences were found in the antibacterial activity 
of the three forms of Nf, which is likely due to their different charge states and, accordingly, different 
permeability and/or ability to bind within the YpOmpF channel.
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Норадреналин, высвобождаемый симпатическими нервными окончаниями, приводит к увели-
чению частоты спонтанных потенциалов действия в т.н. «пейсмекерных» кардиомиоцитах рит-
моводителя сердца – синоатриальном узле (САУ), и соответственно увеличению частоты сер-
дечных сокращений (ЧСС). Известно, что эффекты норадреналина могут быть опосредованы 
постсинаптическими адренорецепторами (АР) α1- и β-типа. Роль α1-АР в симпатическом кон-
троле ЧСС и автоматии САУ, а также мембранные механизмы, опосредующие эффекты α1-АР 
в ритмоводителе сердца не исследованы.
В данной работе с помощью иммунофлуоресцентной конфокальной микроскопии изучено рас-
пределение α1А-АР в срезах САУ сердца крысы (сток Wistar, самцы, 250 ± 20 г). С помощью ПЦР 
в реальном времени проведена оценка уровня экспрессии мРНК α1А-АР в ткани САУ. При ис-
пользовании метода перфузии изолированного сердца проведено исследование влияния стиму-
ляции α1-АР на такие функциональные показатели ритмоводителя как (корригированное) вре-
мя восстановления функции САУ (ВВФСУ/кВВФСУ) и аккомодация САУ. С помощью метода 
картирования электрической активности перфузируемых тканевых препаратов изучено влияние 
стимуляции α1-АР на пространственно-временные характеристики (паттерн) возбуждения САУ. 
Исследовано влияние блокады хлорной проводимости на функциональные показатели, паттерн 
возбуждения САУ и эффекты, вызываемые в САУ стимуляцией α1-АР.
Установлено, что в кардиомиоцитах центральной части САУ обнаруживаются флуоресцентные 
сигналы, соответствующие α1А-АР. Экспрессия α1А-АР в ткани САУ подтверждена на уровне 
мРНК. Показано, что стимуляция α1-АР оказывает влияние на функционирование САУ: агонист 
α1-АР фенилэфрин (ФЭ) приводит к уменьшению ВВФСУ и кВВФСУ, а также ускорению аккомо-
дации САУ. Эти эффекты зависят от режима работы САУ, поскольку являются значимыми только 
при высокой частоте электрической стимуляции ритмоводителя. ФЭ вызывает изменения паттер-
на возбуждения САУ. Влияние ФЭ на функциональные показатели и паттерн возбуждения САУ 
подавляется блокатором анионных каналов (NPPB), но не ингибитором протеинкиназы С (BIM).
Таким образом, α1-АР кардиомиоцитов важны для поддержания пейсмекерной функции САУ 
при высокой частоте сердечных сокращений. Результаты наших экспериментов позволяют пред-
положить, что хлорные каналы являются мишенью сигнальных каскадов α1-АР в САУ и вовле-
чены в α1-адренергическую модуляцию электрофизиологических свойств ритмоводителя сердца.

Ключевые слова: ритмоводитель сердца, автоматия, синоатриальный узел, α1-адренорецепторы, 
хлорная трансмембранная проводимость, хлорные ионные каналы
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ВВЕДЕНИЕ

Насосная функция сердца реализуется за счет 
ритмического координированного чередования 
возбуждения, сокращения и расслабления его 
камер. Ритмическое возбуждение сердца возмож-
но благодаря небольшой группе «пейсмекерных» 
миоцитов, которые обладая особыми электрофи-
зиологическими свойствам способны спонтанно 
генерировать потенциалы действия (ПД) [1, 2]. 
Пейсмекерные кардиомиоциты у млекопитающих 
животных и человека, располагаясь в стенке пра-
вого предсердия между устьями верхней и нижней 
полых вен, формируют доминантный ритмоводи-
тель сердца [3, 4], называемый по месту его локали-
зации синоатриальным узлом (САУ). САУ является 
сложной, гетерогенной тканевой структурой [5, 6], 
включающей разнородные «пейсмекерные» карди-
омиоциты, а также немиокардиальные элементы 
в различной пропорции в центральной части и на 
его периферии [7, 8]. Для реализации нормально-
го ритмического возбуждения рабочего миокарда 
необходима не только спонтанная активность САУ, 
но и скоординированная, регулируемая передача 
возбуждения от периферической части пейсме-
керной ткани САУ к «рабочим» кардиомиоцитам 
предсердий [9, 10]. Нарушение нормального вза-
имодействия САУ и рабочего миокарда приводит 
к формированию различного рода аритмий, в част-
ности к синусовым брадикардиям [11], синдрому 
слабости синусного узла [12], в основе которых 
может лежать ритмозависимая блокада проведе-
ния возбуждения из САУ к предсердиям [13, 14].

Частота сердечных сокращений (ЧСС) у млеко-
питающих животных варьирует в широком диапа-
зоне, обеспечивая согласование гемодинамической 
функции сердца и метаболических потребностей 
организма. Увеличение частоты спонтанных ПД 
(СПД), и соответственно ЧСС, обеспечивается 
β-адренорецепторами пейсмекерных кардиоми-
оцитов САУ [15]. В настоящее время установлено, 
что помимо β-, в миокарде обнаруживается значи-
тельное количество α-адренорецепторов первого 
типа (α1-АР) [16], которые отчасти опосредуют 
положительный инотропный эффект катехолами-
нов [17]. α2-АР также экспрессируются в сердце, 
однако для них показана локализация только на 
терминалях нервных окончаний вегетативной 
нервной системы [18, 19]. Сведения касательно 
роли α1-АР в регуляции автоматии ритмоводите-
ля сердца противоречивы: в ряде работ показано, 
что активация α1-АР может приводить к увеличе-
нию частоты СПД в САУ [20, 21], в то время как 
в других работах такого эффекта не наблюдали 
[22–25]. Тем не менее, стимуляция α1-АР вызывает 

проаритмические изменения электрофизиоло-
гических свойств структур правого предсердия, 
имеющих общее эмбриональное происхождение 
с САУ [26]. Активация α1-АР приводит к депо-
ляризации, формированию блоков проведения 
возбуждения в миокардиальной ткани полых вен 
и непарной вены [27–29], либо индуцирует спон-
танные потенциалы действия и «пейсмекероподоб-
ную» активность в данной ткани [30]; активация 
α1-АР вызывает снижение скорости проведения 
волны возбуждения и сдвигу мембранного потен-
циала в миокарде предсердной перегородки [31]. 
В отличие от α1-АР, которые экспрессируются 
в кардиомиоцитах, α2-АР экспрессируются ис-
ключительно на пресинаптических терминалях 
вегетативных нервов.

В настоящее время остается неизвестным, како-
во значение α1-АР для реализации пейсмекерной 
функции САУ, а также оказывают ли α1-АР вли-
яние на передачу возбуждения от пейсмекерной 
ткани к рабочему миокарду.

Молекулярные механизмы, лежащие в основе 
потенциальных эффектов α1-АР в САУ, не изу-
чены. Известно, что активация α1-АР приводит 
к деполяризации гладкомышечных клеток стен-
ки сосудов и вазоконстрикторному ответу за счет 
целого спектра механизмов, в том числе за счет 
усиления хлорной проводимости [32, 33]. Значи-
тельное количество хлорных ионных каналов экс-
прессируется и в кардиомиоцитах [34]. В данной 
работе впервые исследуется роль хлорного транс-
мембранного транспорта как возможный механизм 
α-адренергической модуляции биоэлектрической 
активности САУ; механизм поддержания и регу-
ляции ритма сердца.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Работа выполнена с использова-
нием препаратов изолированного сердца крысы 
(самцы стока Wistar, 2–4 мес., 250 ± 20 г). В ходе 
экспериментов были соблюдены все актуальные 
требования этических норм работы с лабораторны-
ми животными. Перед экспериментами животных 
содержали в виварии течение 2 недель в стандарт-
ных условиях при световом режиме 12:12 с досту-
пом к воде и пище ad libitum.

Иммунофлуоресцентная микроскопия. При им-
мунофлуоресцентном анализе экспрессии α1-АР 
были использованы тканевые препараты левого 
предсердия (n = 3) и САУ (тканевые участки радиу-
сом 2 мм от места бифуркации артерии САУ, но не 
включающие ткань пограничного гребешка) крыс 
(n = 3). Тканевые образцы замораживали в жидком 
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азоте в криосреде Tissue-Tek O.C.T. Compound 
(Sakura Finetek, США). Срезы толщиной 10 мкм 
изготавливали на криотоме Leica CM1850UV (Гер-
мания). После отмывки в фосфатно-солевом буфе-
ре (PBS) срезы инкубировали с 10% козьей сыво-
роткой (ПраймБиоМед, Россия) на PBS в течение 
30 мин при комнатной температуре во влажной 
камере. Срезы промывали в PBS в течение 20 мин 
и дистиллированной водой. Для окрашивания сре-
зы инкубировали 60 мин при комнатной темпера-
туре с кроличьими поликлональными антителами 
к α1А-АР (Thermo Fisher Scientific, PA1–047, США), 
разведенными 1:100 на PBS с 1% бычьим сыворо-
точным альбумином (BSA). После отмывки в PBS 
срезы инкубировали со вторичными козьими анти-
телами (разведение 1:500, Thermo Fisher Scientific, 
A‑11036, США), конъюгированными с Alexa Fluor 
568 и растворенными в PBS с 1% BSA, в течение 
40 мин в темноте. Препараты заключили в среду 
Aqua-Poly (Aqua Poly Equipment, США) и далее 
исследовали на конфокальном микроскопе.

Окрашенные препараты анализировали с по-
мощью конфокального лазерного сканирующе-
го микроскопа LSM 700 (Carl Zeiss, Германия) 
с объективом Plan-Apochromat 20x/0.8 M27. Для 
возбуждения флуоресценции антител использо-
вали диодный лазер с длиной волны 555 нм. При 
визуализации получали стековые изображения 
(4 стека, разрешение каждого стека 2048×2048 
пкс, 8 бит/пкс) в конфокальном режиме (диаметр 
точечной диафрагмы — 1 мкм, интервал между 
стековыми плоскостями — 1 мкм), которые за-
тем с помощью программного обеспечения Carl 
Zeiss ZEN7.0 преобразовывали после удаления 
фоновой флуоресценции и шума в «однослой-
ные» проекции, построенные по максимальным 
интенсивностям флуоресценции. Анализ изобра-
жений, включающий идентификацию областей 
специфической флуоресценции, осуществляли 
в программе ImageJ (ImageJ 1.50i), используя пла-
гин Bio-Formats Explorer (imagej.net/Bio-Formats). 
Применяя стандартные процедуры ImageJ, рассчи-
тывали процентное отношение общего количества 
флуоресцентных пикселей в бинарном изобра-
жении к общей площади изображения. Количе-
ство пикселей, соответствующих специфической 
флуоресценции, нормировали на площадь среза, 
вмещающую 1000 клеточных ядер.

Исследование уровня экспрессии генов (РВ-ПЦР). 
Для ПЦР в реальном времени (РВ-ПЦР) исполь-
зовали такие же тканевые препараты предсердия 
и САУ, как описано в предыдущем разделе, однако 
после механического удаления эндотелия. Для вы-
деления РНК использовали ExtractRNA (Евроген, 
Россия), следуя рекомендациям производителя. 

Образцы гомогенизировали (пестики Axygen). 
В качестве соосадителя РНК использовали глико-
ген. Полученный раствор тотальной РНК смеши-
вали с 10-кратным реакционным буфером, добав-
ляли раствор ДНКазы I (2000 е. а./мл, NEB, США) 
и оставляли на 15 мин при 37 °C. Затем раствор 
очищали от ДНКазы, добавляя 1:1 смесь фенола 
и хлороформа и центрифугировали. Количество 
и качество осажденной РНК определяли на спек-
трофотометре NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 
США), абсорбцию измеряли при длине волны 
260 нм, (260/280 нм). Проводили электрофорез 
в 2% агарозном геле с целью выяснения целост-
ности полученной РНК. Библиотеку кДНК синте-
зировали с помощью ревертазы MMLV (Евроген, 
Россия). Для обратной транскрипции использова-
ли 2 мкг РНК. Первую цепь кДНК синтезировали 
с помощью набора реагентов производства компа-
нии Евроген (SK021, Россия), следуя рекоменда-
циям производителя. Качество полученной кДНК 
оценивали методом ПЦР с помощью готовой смеси 
для ПЦР 5х ScreenMix (Евроген, Россия) согласно 
инструкции. После завершения реакции прово-
дили электрофорез в 2% агарозном геле с целью 
подтверждения наличия продукта ПЦР. Уровень 
экспрессии целевых генов оценивали с помощью 
РВ-ПЦР с использованием амплификатора BioRad 
CFX96. Использовали готовую смесь для ПЦР 5x 
qPCRmix-HS SYBR с использованием интеркали-
рующего красителя SYBR Green (Евроген, Россия). 
Использовали следующие праймеры, специфичные 
к последовательности, соответствующей зрелому 
транскрипту гена белка α1А-АР крысы (Rattus 
norvegicus): F: GTAGCCAAGAGAGAAAGCCG, 
R:  CAACCCACCACGATGCCCAG (размер ам-
пликона — 135 п. н.; эффективность — 2.072). В ка-
честве гена «домашнего хозяйства» использова-
ли RPLP0 (ribosomal protein lateral stalk subunit 
P0). Для RPLP0 использовали следующие прай-
меры: F: AGGGTCCTGGCTTTGTCTGTGG, 
R:  AGCTGCAGGAGCAGCAGTGG (размер ам-
пликона — 212 п. н.; эффективность — 1.968).

Экспрессия RPLP0 не различалась (p > 0.05) 
между образцами. Каждая реакция проводилась 
в трех повторностях; все образцы были проду-
блированы. В качестве контроля на отсутствие 
геномной ДНК в образцах вместо комплемен-
тарной ДНК, как матрицу для ПЦР использовали 
образец РНК. Температурный режим инкубации 
смеси для ПЦР в реальном времени представлен 
в табл. 1. Полученные в результате РВ-ПЦР данные 
обрабатывали в программе Microsoft Exсel. Кривые 
плавления и пороговый цикл были определены 
с помощью программного обеспечения CFX‑96. 
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Относительный уровень экспрессии был определен 
с использованием метода «ΔΔCt».

Оценка времени восстановления функции САУ. 
Для оценки функции САУ использовали метод 
перфузии изолированного по Лангендорфу серд-
ца (при постоянном перфузионном давлении — 
80 мм рт. ст.) крысы (n = 23). После предваритель-
ной анестезии (изофлюран, 3.5% об.) и гепари-
низации (1000 ед/кг, в/б) крыс декапитировали, 
вскрывали грудную клетку и извлекали сердце, 
которое помещали в ванночку с холодным перфу-
зионным раствором (4 °C) и отмывали от крови. 
Затем препарат сердца крысы через аорту фикси-
ровали на канюле и осуществляли ретроградную 
перфузию при 37 °C; для перфузии использовали 
раствор Кребса–Хензеляйта следующего состава 
(в мМ): 118.5 NaCl, 4.7 KCl, 2.5 CaCl2, 25 NaHCO3, 
1.2 KH2PO4, 1.2 MgSO4, 11 глюкоза. Перфузион-
ный раствор непрерывно насыщали карбогеном 
(95% О2, 5% СО2) для оксигенации и стабилизации 
рН (7.4). Для экспериментов использовали только 
те препараты изолированного сердца, в которых 
коронарный проток составлял не менее 10 мл/мин. 
После подключения изолированного сердца к пер-
фузионной установке с помощью микроманипу-
ляторов на поверхность ушка правого предсердия 
помещали биполярные серебряные электроды для 
регистрации электрограмм с помощью диффе-
ренциального усилителя (Нейробиолаб, NBL302, 
Россия); усиленный и отфильтрованный сигнал 
записывали с помощью аналого-цифрового пре-
образователя (АЦП, 5 кГц, E‑154, L–Card, Россия), 
подключенного к компьютеру; для обработки 
электрограмм использовали программное обеспе-
чение PowerGraph 3.3 (Ди-софт, Россия). После 
10 мин периода адаптации в начале эксперимен-
та определяли длительность интервалов между 
возбуждениями, спонтанно генерируемыми САУ. 
Затем биполярные стимулирующие электроды, 
подключенные к аналоговому изолятору и гене-
ратору импульсов (Нейробиолаб, DL360, Россия), 
размещали в области САУ. С помощью стимули-
рующих электродов, с частотой, на 10% превыша-
ющей «синусный» ритм (180 ± 20 мс), в течение 5 

мин наносили возбуждающие стимулы (длитель-
ность — 2 мс, амплитуда — 2–6 В) для подавления 
автоматизма САУ. Далее в течение 30 с периода 
производили стимуляцию САУ с интервалами 
(S1S1) 280–290 мс (шаг 2–10 мс). По окончании 
каждого 30 с периода прекращали стимуляцию 
и в течение 1 мин регистрировали спонтанную 
активность САУ. Для каждого из межстимуля-
ционных интервалов рассчитывали время вос-
становления функции синусного узла (ВВФСУ), 
которое определяли как длительность периода от 
последнего возбуждающего стимула до первого 
спонтанного возбуждения САУ, нормированная 
на S1S1 (рис. 1а). Корригированное время вос-
становления функции синусного узла (кВВФСУ) 
рассчитывали, как разницу между ВВФСУ и ис-
ходным спонтанным ритмом САУ.

Также для каждого из межстимуляционных 
интервалов рассчитывали скорость «аккомода-
ции» САУ, которую определяли как отношение 
длительностей десятого и последнего цикла воз-
буждения САУ за минутный период спонтанной 
активности (рис. 1б).

Во всех сериях экспериментов определяли 
ВВФСУ и скорость аккомодации САУ в кон-
трольных условиях, а затем при действии 10 мкМ 
агониста α1-АР фенилэфрина (ФЭ), блокатора 
протеинкиназы С (РКС) бисиндолилмалеимида 
(BIM), а также блокатора хлорных каналов дери-
ватива нитробензойной кислоты (NPPB) [35] (все 
реактивы Sigma, США).

Картирование электрической активности САУ. 
Для анализа хронотопографии активации САУ, 
а также анализа паттерна распространения воз-
буждения в синоатриальной области правого 
предсердия использовали метод оптического 
картирования электрической активности ми-
окарда, основанный на потенциал-зависимой 
флуоресценции мембранного зонда di‑4-ANEPPS. 
Для насыщения зондом тканевых препаратов 
правого предсердия крысы перфузировали в те-
чение 30 мин раствором Тироде, содержащим 
5 мкM di‑4-ANNEPS (Sigma-Aldrich, США). 

Таблица 1. Температурный режим инкубации смеси для ПЦР в реальном времени

Температура, °С Время, мин Циклы
95 3

95 0.1 40
60 0.1
72 0.1
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Флуоресценцию di‑4-ANEPPS возбуждали с по-
мощью кольцевого светодиодного осветителя 
с максимумом спектра излучения 470 нм, мощ-
ностью 5 Вт и суммарным световым потоком до 
1500 люмен. Флуоресцентные сигналы регистри-
ровали с помощью высокочувствительной фо-
тодиодной (PDA) матрицы H469V‑012 (WuTech 
H‑469V, Gaithersburg, США), имеющей 256 фото-
диодов и включенной в состав оптико-электрон-
ной установки. Для разделения возбуждающего 
света и эмиссии использовали красный фильтр 
(пропускание > 610 нм), помещенный на входе 
фотодиодной матрицы. Оптическая система ма-
трицы была настроена таким образом, что при 
картировании «охватывала» участок препарата 
длинной 5.5 мм (S ≈ 19 мм2). Поле съемки PDA 
также проецировали на фотокамеру (NexImage, 
Celestron), что позволяло осуществлять анатоми-
ческую локализацию оптических сигналов при 
анализе данных. Флуоресценцию препаратов 
регистрировали с интервалами 0.61 мс в тече-
ние 1000 мс, таким образом получали записи, 
включающие не менее трех циклов возбуждения 
препарата. Сигналы от всех фотодиодов матрицы 

поступали на АЦП, регистрацию и обработку 
сигнала осуществляли при помощи программы 
Cadrioplex (RedShirtImaging, США). В результате 
прослеживания изменения уровня флуоресцен-
ции во времени по каждому фотодиоду матрицы 
получали оптические сигналы, соответствующие 
потенциалам действия («оптические» ПД).

Проводили фильтрацию шума, основанную 
на применении скользящей медианы (по 5 точ-
кам). После фильтрации оптические сигналы 
нормализовали на фоновую флуоресценцию (F0). 
На основе оптических ПД строили изохронные 
карты, отражающие моменты одновременной ак-
тивации в картируемой области миокардиальных 
препаратов. Для построения изохрон определяли 
максимальное значение производной оптических 
ПД (dF/dt max) для каждого фотодиода PDA, под-
разумевая, что значение dF/dt max соответствует 
максимальной скорости фазы деполяризации 
ПД в «точке» миокарда и соответствует моменту 
активации «точки» в ткани.

На основе изохрон определяли площадь и по-
ложение точки первичной активации (ТПА) 
в САУ, а также преимущественное направление 

Рис. 1. ЭГМ – электрограмма, S1S1 – межстимульный интервал, ВВФСУ – время восстановления 
функции синусного узла, S1 – стимуляция, aa10 – длительность 10-го кардиоцикла, aaN – длительность 
последнего кардиоцикла.
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распространения волны возбуждения из ТПА. 
Площадь ТПА рассчитывали как площадь мио-
карда, охваченного возбуждением в первые 2 мс 
после его инициации.

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку полученных результатов проводили 
с помощью компьютерной программы GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, США). Статистически 
значимые различия между группами выявляли 
с помощью t-теста, однофакторной и двухфак-
торной ANOVA (с последующим применением 
апостериорных тестов для множественных срав-
нений в группах с повторными или независимы-
ми, а также внесением поправки Tukey и Sidak) 
после предварительной проверки нормально-
сти распределения в группах с помощью теста 

Шапиро–Вилка. Различия считали значимыми 
при p < 0.05. Данные представлены как среднее 
± стандартное отклонение за исключением ре-
презентативных записей.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Иммунофлуоресцентная локализация белка 

и экспрессия транскриптов мРНК α1А-АР в САУ

В центральной части САУ в зоне бифуркации 
артерии синусного узла обнаруживаются флуорес-
центные сигналы, указывающие на присутствие 
α1А-АР (рис. 2а, 2б) во всех образцах (n = 5), по-
лученных от животных. Характер флуоресцент-
ных сигналов указывает на то, что α1А-АР имеют 
кластерное распределение в САУ, что является 

Рис. 2. Экспрессия α1А‑адренорецепторов (α1А-АР) в синоатриальном узле сердца крысы. а — Репрезентатив-
ное конфокальное изображение, демонстрирующее флуоресцентные сигналы (красный псевдоцвет, Cy3) антител, 
специфически связывающих α1А-АР, в области ветвей артерии САУ. Эндо, эпи — эндокардиальная и эпикардиаль-
ная поверхность стенки правого предсердия; ЭЭ — эндокардиальный эндотелий; СА — ветви артерии САУ; ГМК — 
гладкомышечная обкладка артериальной стенки. Белыми стрелками указаны кардиомиоциты в центральной части 
на периферии САУ, экспрессирующие α1А-АР. Синий псевдоцвет — клеточные ядра (DAPI). б — То же, что и на 
а, но при большем увеличении. в — Экспрессия транскриптов мРНК α1А-АР в ткани синоатриального узла (САУ) 
и левого предсердия (ЛП), непарный t-test, p < 0.05.
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типичным для рецепторов данного типа. Часть 
кластеров α1А-АР в САУ окружает области, соот-
ветствующие окрестностям ядер кардиомиоцитов. 
Помимо перинуклеарной зоны, специфическая 
флуоресценция обнаруживается на периферии 
клеток САУ, что соответствует мембранной ло-
кализации рецепторов. Интенсивные флуорес-
центные сигналы обнаруживаются также в стенке 
артерий САУ, а также в области эндокардиальной 
поверхности образцов, что типично для указанных 
участков и соответствует экспрессии α1А-АР в глад-
комышечных и эндотелиальных клетках.

Экспрессия α1А-АР в САУ подтверждается на 
уровне мРНК. При оценке экспрессии adra1а ме-
тодом РВ-ПЦР установлено, что мРНК α1А-АР 
у взрослых крыс экспрессируется как в левом 
предсердии, так и в САУ. Однако относительный 
уровень мРНК α1А-АР статистически значимо 
больший в левом предсердии.

Влияние стимуляции α1-АР фенилэфрином на ЧСС, 
ВВФСУ и аккомодацию САУ

Стимуляция α1-АР фенилэфрином приводит 
к увеличению спонтанного ритма изолированного 
сердца: при действии ФЭ в концентрации 10 мкМ 
ЧСС увеличивается (p < 0.01) до 5.19 ± 0.85 Гц 
(n = 15) от 4.25 ± 0.52 Гц (n = 15) в контроле (рис. 3а).

Увеличение частоты стимуляции САУ приводит 
к росту времени возникновения первого спонтан-
ного возбуждения в САУ, то есть ВВФСУ (рис. 3б). 
ФЭ (10 мкМ) снижает ВВФСУ при S1S1 = 95, 90, 
80, 75 и 70 мс (для S1S1 = 90 мс 3.23 ± 0.29 в кон-
троле и 4.33 ± 0.8 при действии ФЭ, n = 15, р < 0.01, 
рис. 3б), но не вызывает изменения параметра при 
S1S1 в диапазоне 280–100 мс.

При увеличении частоты стимуляции САУ кры-
сы кВВФСУ изменяется сложным образом: в ди-
апазоне межстимуляторных интервалов от 280 до 
200 мс кВВФСУ значимо (р < 0.01, n = 6) снижается, 
а в диапазоне S1S1 от 200 до 80 мс — возрастает 
(р < 0.01, n = 6).

При S1S1 = 150 мс, что соответствует верхней 
границе ЧСС у крыс in vivo, наблюдается пико-
вое значение кВВФСУ (110.3 ± 40 мс, n = 15). ФЭ 
(10 мкМ) вызывает уменьшение кВВФСУ при 
S1S1  = 150, 140 и 90 мс ((р < 0.01, n = 6).

Величина аккомодации САУ практически ли-
нейно уменьшается при снижении межстимуля-
торных интервалов: при S1S1 = 280 мс — 100 ± 
± 15%; при S1S1 = 80 мс — 70 ± 15% (n = 15) (рис. 3в, 
3г). ФЭ снижает зависимость аккомодации САУ 
от величины межстимуляторных интервалов 

и увеличивает этот параметр для значений S1S1 
в диапазоне 100–90 мс (для 90 мс 90 ± 10%, n = 6, 
p < 0.05).

Влияние ингибиторов PKC и хлорного 
трансмембранного транспорта на эффекты 

α1-АР в САУ

Блокатор протеинкиназы C (BIM, 10 мкМ) не 
оказывал статистически значимого влияния на уве-
личение ЧСС изолированного сердца, вызванное 
ФЭ (10 мкМ): ЧСС при действии ФЭ, а также ФЭ 
на фоне BIM составляла 5.19 ± 0.85 и 4.86 ± 0.21 Гц 
соответственно (р > 0.05, n = 6). Блокада РКС не 
приводила к восстановлению сниженных ФЭ зна-
чений ВВФСУ и кВВФСУ в диапазоне межстиму-
ляторных интервалов 280–80 мс. Кроме того, BIM 
не оказывал влияния на аккомодацию САУ. При 
восстановлении спонтанной активности после сти-
муляции с интервалами S1S1 = 90 мс аккомодация 
при действии ФЭ составила 90 ± 8% (n = 6), а при 
действии ФЭ на фоне BIM — 90 ± 8% (р > 0.1, n = 6).

Блокада анионных каналов (NPPB, 1 мкМ) пода-
вляет, вызванные ФЭ изменения ВВФСУ, кВВФСУ 
и аккомодации САУ (рис. 4). Более того, NPPB при 
самостоятельном действии, а также при действии 
на фоне ФЭ приводит к значительному увеличению 
кВВФСУ. Однако этот эффект зависит от величины 
S1S1 и спонтанного ритма САУ: NPPB вызывает 
увеличение кВВФСУ только в диапазоне межсти-
муляторных интервалов от 150 до 100 мс, с макси-
мумом эффекта при S1S1 = 110 мс (2767.9 ± 190.7 
и 98.7 ± 31.6 мс в контроле или 2804 ± 91% от кон-
трольного значения, p < 0.01, n = 5, рис. 4а). Важ-
но, что вызванное NPPB на фоне ФЭ увеличение 
кВВФСУ сопровождается ступенчатым восстанов-
лением автоматии САУ (рис. 4б), а также уменьше-
нием аккомодации: при S1S1 = 120 мс этот пара-
метр составляет 55 ± 10% (p < 0.05, n = 5, рис. 4в) 
по сравнению с 90 ± 10% при действии только ФЭ 
или 70 ± 10% в контроле.

Хронотопография активации САУ и предсердного 
миокарда при стимуляции α1-АР фенилэфрином

Как и в экспериментах с изолированным серд-
цем, ФЭ (10 мкМ) увеличивал частоту спонтанных 
ПД в тканевых препаратах САУ (на 26.0 ± 7.1%, 
n = 6, p < 0.01). При действии ФЭ наблюдается 
значительное увеличение площади зоны первич-
ной активации: от 0.15 ± 0.01 мм2 в контроле до 
0.25  ± 0.01 мм2 при действии ФЭ (p < 0.05, n = 6). 
Общей тенденцией при действии ФЭ является 
смещение ТПА из центральной части препаратов 
САУ в направлении устья верхней полой вены (ве-
личина смещения — 2.4 ± 0.1 мм, n = 6, рис. 5а, 5б).
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Рис. 3. Влияние стимуляции α1-адренорецепторов на автоматию сердца. а — Увеличение ЧСС изолированного 
сердца крысы при действии 10 мкМ фенилэфрина (ФЭ), парный t-test, p < 0.05. б — Влияние ФЭ на время восста-
новления функции синусного узла. в — Влияние ФЭ на корригированное время восстановления функции синус-
ного узла (кВВФСУ), двухфакторная ANOVA, поправка на множественное сравнение Holm-Sidak’a, p < 0.05. г1–
г3 — Репрезентативные примеры записей, демонстрирующие восстановление спонтанной активности САУ (после 
прекращения стимуляции) в контроле и при действии ФЭ. На всех панелях сверху оригинальная запись предсерд-
ной электрограммы; снизу — частота спонтанных возбуждений САУ. д — Влияние ФЭ на скорость аккомодации 
САУ. Регрессионные уравнения показаны рядом с кривыми.

Влияние блокады РКС и хлорного 
трансмембранного транспорта на 
хронотопографию активации САУ

Блокада РКС не вызывает заметных изменений 
эффектов ФЭ в САУ. То есть при действии BIM 
(10 мкМ) на фоне ФЭ (10 мкМ) наблюдается такое же 

увеличение частоты спонтанных ПД (на 27.2 ± 8.1%, 
p > 0.1, n = 5), такое же смещение ТПА (2.10 ± 0.14 мм, 
n = 3), увеличение площади ТПА (0.21 ± 0.01 мм2, 
n = 3), как и при действии только ФЭ.

В части экспериментов NPPB (1 мкМ) вызывает 
подавление спонтанной активности препаратов 
САУ (2 из 7), в другой части наблюдается снижение 
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частоты СПД (на 9.6 ± 6.0%, p > 0.05, n = 5), умень-
шение площади ТПА (до 0.08 ± 0.01 мм2). Сниже-
ние частоты СПД и уменьшение площади сопрово-
ждается смещением точки активации (0.8 ± 0.1 мм, 
p > 0.1, n = 5) в направлении пограничного гребеш-
ка. Как в случае подавления спонтанной активно-
сти, так и в случае смещения ТПА при действии 
NPPB наблюдается формирование невозбудимой 
зоны (n = 4, рис. 5в) в той области САУ, в которой 
располагалась ТПА в контрольных условиях.

NPPB подавляет эффекты стимуляции α1-АР: 
в присутствии NPPB ФЭ не вызывает увеличения 
площади ТПА (0.09 ± 0.01 мм2) и частоты СПД, 
которая составляет 89.7 ± 7.0% от контрольного 
значения (p < 0.05, n = 5), однако вызывает неболь-
шое смещение ТПА (1.2 ± 0.2 мм, n = 5, рис. 5г), 
которое наблюдается как при формировании не-
возбудимой зоны (n = 2), так и без нее (n = 3); не-
большое смещение ТПА не направлено в сторону 
устья верхней полой вены.

Рис. 4. Влияние блокады хлорных каналов на α1-адренергические эффекты в САУ. а — Репрезентативные примеры 
записей, демонстрирующие восстановление спонтанной активности САУ (после прекращения стимуляции) при 
действии фенилэфрина (ФЭ) (верхняя панель). При действии ФЭ на фоне NPPB наблюдается ступенчатый характер 
(средняя панель) возобновления ритма изолированного сердца (автоматии САУ). б — Влияние NPPB на снижение, 
кВВФСУ, вызываемое ФЭ, двухфакторная ANOVA с поправкой на множественное сравнение Tukey, p < 0.05. в — 
Влияние NPPB на увеличение аккомодации САУ, вызываемое ФЭ; верхняя панель - S1S1=100 мс, нижняя панель 

- S1S1=90 мс. Однофакторная ANOVA c поправкой на множественное сравнение Tukey, p < 0.05.
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Рис. 5. Паттерн активации САУ крысы при стимуляции α1-адренорецепторов (α1-АР) в контрольных условиях 
и при действии блокатора хлорной проводимости NPPB. а — Репрезентативные примеры активации САУ в контро-
ле (К) и при действии фенилэфрина (ФЭ). Показана локализация и площадь точки первичной активации (*, ТПА), 
а также направление смещения ТПА (стрелка) при действии ФЭ. б — Точки первичной активации САУ в контроле 
(К, показаны зеленым) и при действии ФЭ (показаны синим). Смещение ТПА в направлении устья верхней полой 
вены для каждого эксперимента показано стрелкой. в — Репрезентативный пример паттерна активации САУ при 
действии NPPB, а также действия ФЭ на фоне NPPB. NPPB вызывает формирование в САУ невозбудимой зоны 
(показано штриховкой) и смещение ТПА за пределы невозбудимой зоны. На фоне NPPB не происходит увеличе-
ния площади ТПА при действии ФЭ. г — Частота спонтанных ПД (сверху), площадь ТПА (в центре), а также вели-
чина смещения ТПА (снизу) в тканевых препаратах САУ при действии ФЭ и NPPB, * — статистически значимое 
(p < 0.05) отличие от контроля, # — статистически значимое (p < 0.05) отличие от ФЭ, однофакторная ANOVA c 
поправкой на множественное сравнение Tukey. ВПВ — верхняя полая вена, ПП — ушко правого предсердия и по-
граничный гребешок (отграничено черным пунктиром), НПВ — нижняя полая вена, ОЯ — овальная ямка, ЕК — 
Евстахиев клапан, СА — рудиментарный гребешок синоатриального клапана (показано белым пунктиром); устья 
полых вен отграничены черным пунктиром.
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ОБСУЖДЕНИЕ

В представленной работе продемонстрирована 
экспрессия α1-адренорецепторов в ткани ритмо-
водителя сердца крысы — синоатриальном узле. 
Экспрессия α1-АР подтверждена на уровне белка, 
а также на уровне мРНК. Экспрессия транскриптов 
α1-АР в ткани САУ ниже, чем в предсердном ми-
окарде, тем не менее этот уровень статистически 
значим. Известно, что кардиомиоциты САУ имеют 
меньшие размеры, чем кардиомиоциты рабочего 
предсердного или желудочкового миокарда. Кроме 
того, САУ богат соединительной тканью и клетка-
ми немиокардиального типа, интеркалирующими 
между кардиомиоцитами. Иммунофлуоресцентное 
исследование позволило установить, что сигналы, 
соответствующие α1-АР, обнаруживаются на пе-
риферии ядер отдельных мелких клеток, которые 
разбросаны в окрестностях ветвей артерии САУ, 
то есть в том участке правого предсердия, кото-
рый включает именно пейсмекерный миокард. 
Характер флуоресцентных сигналов позволяет 
предположить, что α1-АР локализуются именно 
в пейсмекерных кардиомиоцитах. Сниженный, по 
сравнению с предсердным, уровень экспрессии 
α1-АР может быть обусловлен двумя причинами: 
значительной долей немиокардиальных элемен-
тов в САУ, а также гетерогенностью популяции 
пейсмекерных кардиомиоцитов, включающих не 
экспрессирующие α1-АР клетки.

Подтвердив экспрессию α1-АР в САУ, мы про-
демонстрировали, что стимуляция α1-АР приво-
дит к увеличению ритма изолированного сердца 
крысы, а также увеличению частоты спонтанных 
ПД, возникающих в тканевых препаратах сино-
атриального узла. Таким образом, по меньшей 
мере у крысы активация α1-АР приводит к по-
ложительному хронотропному эффекту. Следует 
отметить, что в наших экспериментах положитель-
ный хронотропный эффект при активации α1-АР 
сопровождается смещением (иначе «миграцией») 
точки первичной активации в САУ в направле-
нии устья верхней полой вены. Миграция ТПА 
в САУ является одним из механизмов регуляции 
ритма сердца, а увеличение ЧСС связывают со 
смещением ТПА в направлении верхней полой 
вены [36–38].

Известно, что положительный хронотропный 
эффект, наблюдаемый при повышении уровня 
циркулирующего адреналина, увеличении ак-
тивности симпатического отдела вегетативной 
нервной системы, высвобождении норадреналина 
реализуется посредством активации адренорецеп-
торов β-типа [39]. Увеличение ЧСС, обусловлен-
ное α1-адренергическим компонентом, вероятно, 

будет маскировано или будет незначимым in vivo 
при одновременной активации α1- и β-АР. Следует 
отметить, что флуоресцентные сигналы, соответ-
ствующие α1-АР, обнаруживаются на периферии 
ядер клеток в САУ. Возможно, что эти сигналы 
соответствуют кластерам т. н. ядерных α1-АР. Из-
вестно, что эффекты, обусловленные активацией 
этого пула рецепторов, отставлены во времени 
от момента высвобождения норадреналина на 
несколько минут (1–5 мин) [40], поскольку про-
исходит только после трансмембранного переноса 
норадреналина из внеклеточной среды в цитоплаз-
му кардиомиоцитов и транслокации в примем-
бранную область протеинкиназ семейства РКС 
и Src [41]. Таким образом, роль α1-АР в САУ мо-
жет заключаться в поддержании высокого уровня 
ЧСС в период времени, соответствующий началу 
десенситизации β-АР [42, 43]. Однако функцио-
нальные эксперименты, выполненные в данной 
работе, позволяют предположить, что роль α1-АР 
в САУ может сводиться не столько в отставлен-
ном «дублировании» эффектов β-АР, но в «под-
стройке» электрофизиологических свойств САУ, 
облегчающих активацию рабочего миокарда при 
высокой частоте сердечных сокращений.

В наших экспериментах установлено, что 
фенилэфрин приводит к уменьшению ВВФСУ 
и кВВФСУ, а также способствует ускорению ак-
комодации САУ. Однако этот эффект наблюда-
ется только при высокой частоте электрической 
стимуляции САУ и не является значимым в том 
случае, когда навязываемый ритм стимуляции 
является низким. Таким образом, при активации 
α1-АР способность САУ к автоматии «облегчает-
ся»; уменьшается время, необходимое для установ-
ления стационарной спонтанной автоматической 
активности САУ при высокой ЧСС.

Известно, что профиль экспрессии ионных 
каналов в центральной части САУ и на его пе-
риферии различается. Например, мелкие кар-
диомиоциты центральной части САУ лишены 
натриевых ионных каналов Nav1.5 и ионного тока 
INa, тогда как в периферических пейсмекерных 
кардиомиоцитах эти каналы и ток обнаружива-
ются. Одной из причин возрастания ВВФСУ/
кВВФСУ при увеличении частоты электрической 
стимуляции САУ является повышение цитоплаз-
матической концентрации ионов Na+ ([Na+]i) 
в кардиомиоцитах периферии в результате ин-
дукции в них электрически вызванных ПД. По-
вышение [Na+]i тем больше, чем выше частота 
стимуляции и частота электрически вызванных 
ПД. Увеличение [Na+]i приводит к стимуляции 
Na+, K+-ATP‑азы, гиперполяризации мембраны, 
снижению скорости медленной диастолической 
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деполяризации и торможению спонтанной ак-
тивности в электрически сопряженных пейсме-
керных кардиомиоцитах центральной части САУ. 
Гиперполяризующее действие периферических 
кардиомиоцитов сопровождается снижением ско-
рости проведения возбуждения из центральной 
части САУ к его периферии и может приводить 
к подавлению спонтанной активности на период 
времени, соответствующий длительности несколь-
ких спонтанных кардиоциклов.

Роль α1-АР в САУ может заключаться в умень-
шении гиперполяризующего влияния периферии 
на пейсмекерные кардиомиоциты центральной 
части САУ и в поддержании проведения возбуж-
дения в переходной зоне между тканью, генери-
рующей ритм, и рабочим миокардом предсердий 
при высокой ЧСС.

Известно, что α1-АР посредством внутрикле-
точного сигнального каскада Gq/PLC/IP3 приводят 
к увеличению концентрации ионов Сa2+ ([Сa2+]i) 
и активации РКС [44]. В наших экспериментах 
установлено, что блокада РКС не приводит к по-
давлению эффектов α1-АР в САУ, то есть не отме-
няет увеличения ЧСС, а также снижения ВВФСУ 
и кВВФСУ, вызванного фенилэфрином. Таким 
образом, РКС, вероятно, не вовлечена в α1-адре-
нергическую регуляцию функциональной актив-
ности САУ.

Механизмы феноменов, наблюдаемых при ак-
тивации α1-АР в гладкой мускулатуре исследованы 
в значительной степени. Известно, что деполяри-
зация и вазоконстрикция гладкомышечных клеток 
при активации α1-АР обусловлена увеличением 
[Сa2+]i, активацией хлорных каналов разного типа 
и увеличением хлорной проводимости [32, 33]. 
Поскольку в кардиомиоцитах экспрессируется 
целый ряд хлорных ионных каналов и обменни-
ков, ионные механизмы опосредующие эффек-
ты активации α1-АР в гладкомышечных клетках 
и миокарде, могут быть сходными [34]. Известно, 
что в кардиомиоцитах обнаруживаются Са2+-у-
правляемые хлорные каналы [45, 46].

Таким образом, повышение [Сa2+]i при ак-
тивации α1-АР может приводить к увеличению 
трансмембранного хлорного тока, обусловленного 
Са2+-зависимыми хлорными каналами [47]. Деполя-
ризующий эффект усиления хлорной проводимости 
может быть значим на периферии САУ в условиях 
смещения мембранного потенциала к более не-
гативным значениям, чем хлорный равновесный 
потенциал [48]. Как указано выше, увеличение ЧСС 
или СПД вызывает гиперполяризацию в резуль-
тате активации Na+, K+-ATP‑азы. Возможно, что 
α1-АР‑зависимое усиление хлорной проводимости 

предотвращает гиперполяризацию на периферии 
САУ или в областях миокарда, демонстрирующих 
свойства латентного пейсмекера, способствует 
облегчению проведения волны возбуждения от 
пейсмекерных кардиомиоцитов к рабочему ми-
окарду при высокой ЧСС.

В наших экспериментах блокада хлорных ка-
налов приводила к подавлению эффектов фе-
нилэфрина в САУ, увеличению кВВФСУ, которое 
было зависимо от частоты возбуждения. Важно, 
что при действии ФЭ на фоне NPPB после пре-
кращения стимуляции автоматия САУ возобнов-
лялась так же медленно как в контроле, а кроме 
того, восстановление автоматической активности 
происходило ступенчато. Такой характер измене-
ния ритма указывает на значительное, быстрое 
смещение точки первичной активации в миокарде 
правого предсердия, которое возможно при крат-
ковременном возникновении в пейсмекерном 
миокарде зон функциональной невозбудимости 
[49]. В наших экспериментах установлено, что 
NPPB действительно вызывает формирование 
невозбудимой зоны в САУ, а также предотвра-
щает смещение ТПА при действии ФЭ в область 
миокарда, прилегающую к устью верхней полой 
вены. Известно, что хлорная составляющая ион-
ного тока Ito, типичного для рабочего миокарда 
всех млекопитающих, является кальций-зависи-
мой [46]. Вероятно, хлорная проводимость в САУ 
также может обеспечиваться именно кальций-за-
висимыми хлорными каналами.

В совокупности, результаты наших экспери-
ментов позволяют предположить, что хлорные 
каналы участвуют в реализации автоматии САУ, 
а также вовлечены в α1-адренергическую моду-
ляцию электрофизиологических свойств ритмо-
водителя сердца. Вероятно, α1-АР миокарда меж-
венной области правого предсердия критически 
важны для поддержания пейсмекерной функции 
САУ при частоте сердечных сокращений, близкой 
к максимальной.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов 
интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи.

Источники финансирования. Работа выполне-
на при поддержке Российского Научного Фонда 
(грант РНФ 22–15–00189).

Соответствие принципам этики. Все примени-
мые международные, национальные и институ-
циональные принципы ухода и использования 
животных были соблюдены.



70	 ВОРОНИНА и др.

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 1	 2024

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

	 1.	 Chandler N., Greener I., Tellez J., Inada S., Musa H., 
Molenaar P., DiFrancesco D., Baruscotti M., Longhi R., 
Anderson R., Billeter R., Sharma V., Sigg D., Boyett M., 
Dobrzynski H. 2009. Molecular architecture of the 
human sinus node insights into the function of the 
cardiac pacemaker. Circulation. 119 (12), 1562–1575.

	 2.	 Lakatta E., Maltsev V., Vinogradova T. 2010. A Coupled 
SYSTEM of intracellular Ca2+ clocks and surface membrane 
voltage clocks controls the timekeeping mechanism of the 
heart’s pacemaker. Circ. Res. 106 (4), 659–673.

	 3.	 Keith A., Flack M. 1907. The form and nature of the 
muscular connections between the primary divisions of 
the vertebrate heart. J. Anat. Physiol. 41 (3), 172–189.

	 4.	 James T. 1961. Anatomy of the human sinus node. Anat. 
Rec. 141 (2), 109–139.

	5.	 Dobrzynski H., Li J., Tellez J., Greener I., Nikolski V., 
Wright S., Parson S., Jones S., Lancaster M., Yamamoto M., 
Honjo H., Takagishi Y., Kodama I., Efimov I., Billeter R., 
Boyett M. 2005. Computer three-dimensional reconstruction 
of the sinoatrial node. Circulation. 111 (7), 846–854.

	 6.	 Boyett M., Honjo H., Kodama I. 2000. The sinoatrial 
node, a heterogeneous pacemaker structure. Cardiovasc. 
Res. 47 (4), 658–687.

	 7.	 Fahrenbach J., Mejia-Alvarez R., Banach K. 2007. The 
relevance of non-excitable cells for cardiac pacemaker 
function. J. Physiol. 585 (2), 565–578.

	 8.	 Кузьмин В.С., Каменский А.А. 2021. Молекуляр-
ные механизмы онтогенеза ритмоводителя сердца 
у позвоночных животных. Вестник МГУ. Серия 16. 
Биология. 76 (4), 183–201.

	 9.	 Csepe T., Kalyanasundaram A., Hansen B., Zhao J., 
Fedorov V. 2015. Fibrosis: A structural modulator of 
sinoatrial node physiology and dysfunction. Front. 
Physiol. 6, 1–9.

	10.	 Csepe T., Zhao J., Hansen B., Li N., Sul L., Lim P., 
Wang Y., Simonetti O., Kilic A., Mohler P., Janssen P., 
Fedorov V. 2016. Human sinoatrial node structure: 3D 
microanatomy of sinoatrial conduction pathways. Prog. 
Biophys. Mol. Biol. 120 (1–3), 164–178.

	11.	 Kamkin A., Kiseleva I., Wagner K., Pylaev A., 
Leiterer K., Theres H., Scholz H., Günther J., 
Isenberg G., 2002. A possible role for atrial fibroblasts 
in postinfarction bradycardia. Am.J. Physiol. Heart. Circ. 
Physiol. 282 (3), H842–849.

	12.	 Dobrzynski H., Boyett M., Anderson R. 2007. New 
insights into pacemaker activity: Promoting understanding 
of sick sinus syndrome. Circulation. 115 (14), 1921–1932.

	13.	 Fedorov V., Schuessler R., Hemphill M., Ambrosi C., 
Chang R., Voloshina A., Brown K., Hucker W., Efimov I. 
2009. Structural and functional evidence for discrete 
exit pathways that connect the canine sinoatrial node 
and atria. Circ. Res. 104 (7), 915–923.

	14.	 Fedorov V., Glukhov A., Chang R. 2012. Conduction 
barriers and pathways of the sinoatrial pacemaker complex: 

Their role in normal rhythm and atrial arrhythmias. 
Am.J. Physiol. Heart. Circ. Physiol. 302 (9), 1773–1783.

	15.	 MacDonald E., Rose R., Quinn T. 2020. Neurohumoral 
control of sinoatrial node activity and heart rate: Insight 
from experimental models and findings from humans. 
Front. Physiol. 11, 1–26.

	16.	 Saito K., Suetsugu T., Oku Y., Kuroda A., Tanaka H. 
1994. α 1‐Adrenoceptors in the conduction system of 
rat hearts. Br.J. Pharmacol. 111 (2), 465–468.

	17.	 Michel M., Hanft G., Groß G. 1994. Functional studies 
on α1‐adrenoceptor subtypes mediating inotropic effects 
in rat right ventricle. Br.J. Pharmacol. 111 (2), 539–546.

	18.	 Коротаева Ю.В., Циркин В.И. 2015. Альфа2-адре-
норецепторы миокарда. Изв. Коми научного центра 
УРО РАН. 2 (22), 57–64.

	19.	 Motiejunaite J., Amar L., Vidal-Petiot E. 2021. Adrenergic 
receptors and cardiovascular effects of catecholamines. 
Ann. Endocrinol. (Paris). 82 (3–4), 193–197.

	20.	 Saitoh H., Nomura A., Osaka M., Sasabe N., Atarashi H., 
Hayakawa H. 1995. Developmental changes of α1-
adrenergic chronotropic action on human sinus node. 
Am.J. Cardiol. 76 (1–2), 89–91.

	21.	 Posner P., Baney R., Prestwich K. 1984. The 
electrophysiological actions of phenylephrine on the 
rabbit S-A node. Res. Commun. Chem. Pathol. Pharmacol. 
44 (2), 315–318.

	22.	 Hewett, K., Rosen M. 1985. Developmental changes in the 
rabbit sinus node action potential and its response to adrenergic 
agonists. J. Pharmacol. Exp. Ther. 235 (2), 308–312.

	23.	 Hashimoto K., Chiba S., Hashimoto K. 1971. Negative 
chronotropic response to phenylephrine of the canine 
S-A node. Tohoku J. Exp. Med. 105 (1), 1–9.

	24.	 Khabibrakhmanov I., Ziyatdinova N., Khisamieva L., 
Krulova A., Zefirov T. 2019. Age-related features influence 
of alpha (1) — adrenoceptor stimulation on isolated rat 
heart. Biosci. Biotechnol. Res. Commun. 12 (5), 351–354.

	25.	 Khabibrakhmanov I., Ziyatdinova N., Kuptsova A., 
Zefirov T. 2018. Effect of α1A‑adrenergic receptors 
stimulation to the isolated rat hearts. Res. J. Pharm., 
Biol. Chem. Sci. 9 (525), 525–529.

	26.	 Mommersteeg M., Domínguez J., Wiese C., Norden J., 
De Gier-De Vries C., Burch J., Kispert A., Brown N., 
Moorman A., Christoffels V. 2010. The sinus venosus 
progenitors separate and diversify from the first and 
second heart fields early in development. Cardiovasc. 
Res. 87 (1), 92–101.

	27.	 Ivanova A., Filatova T., Abramochkin D., Atkinson A., 
Dobrzynski H., Kokaeva Z., Merzlyak E., Pustovit K., 
Kuzmin V. 2021. Attenuation of inward rectif ier 
potassium current contributes to the α1-adrenergic 
receptor-induced proarrhythmicity in the caval vein 
myocardium. Acta Physiol. 231 (4), 1–17.

	28.	 Ivanova A., Kuzmin V. 2018. Inhibition of inward rectifier 
potassium currents by chloroquine causes significant 
electrophysiological changes in the rat thoracic veins 



	 Α1-АДРЕНОРЕЦЕПТОРЫ РЕГУЛИРУЮТ ПЕЙСМЕКЕРНУЮ...� 71

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 1	 2024

myocardium. Учен. зап. Казан. ун-та. Сер. Естеств. 
науки. 160 (4), 645–653.

	29.	 Ivanova A., Kuzmin V. 2018. Electrophysiological 
characteristics of the rat azygos vein under electrical pacing 
and adrenergic stimulation. J. Physiol. Sci. 68 (5), 617–628.

	30.	 Kuzmin V., Ivanova A., Potekhina V., Samoilova D., 
Ushenin K., Shvetsova A., Petrov A. 2021. The 
susceptibility of the rat pulmonary and caval vein 
myocardium to the catecholamine-induced ectopy 
changes oppositely in postnatal development. J. Physiol. 
599 (11), 2803–2821.

	31.	 Pustovit K., Samoilova D., Abramochkin D., Filatova T., 
Kuzmin V. 2022. α1-adrenergic receptors accompanied 
by GATA4 expression are related to proarrhythmic 
conduction and automaticity in rat interatrial septum. 
J. Physiol. Biochem. 78 (4), 793–805.

	32.	 Gould D., Hill C. 1996. α-Adrenoceptor activation of a 
chloride conductance in rat iris arterioles. Am.J. Physiol. 
Heart. Circ. Physiol. 271 (40), 2469–2476.

	33.	 Lamb F., Kooy N., Lewis S. 2000. Role of Cl-channels 
in α-adrenoceptor-mediated vasoconstriction in the 
anesthetized rat. Eur. J. Pharmacol. 401 (3), 403–412.

	34.	 Duan D. 2013. Phenomics of cardiac chloride channels. 
Compr. Physiol. 3 (2), 667–692.

	35.	 Ramteke V., Tandan S., Kumar D., Aruna Devi R., 
Shukla M., Ravi Prakash V. 2009. Increased hyperalgesia 
by 5-nitro‑2, 3-(phenylpropylamino)-benzoic acid 
(NPPB), a chloride channel blocker in crush injury-
induced neuropathic pain in rats. Pharmacol. Biochem. 
Behav. 91 (3), 417–422.

	36.	 Glukhov A., Fedorov V., Anderson M., Mohler P., 
Efimov I. 2010. Functional anatomy of the murine sinus 
node: High-resolution optical mapping of ankyrin-B 
heterozygous mice. Am.J. Physiol. — Hear. Circ. Physiol. 
299 (2), 482–491.

	37.	 Abramochkin D., Kuzmin V., Sukhova G., Rosenshtraukh L. 
2009. Modulation of rabbit sinoatrial node activation 
sequence by acetylcholine and isoproterenol investigated with 
optical mapping technique. Acta Physiol. 196 (4), 385–394.

	38.	 Lang D., Petrov V., Lou Q., Osipov G., Efimov I. 2011. 
Spatiotemporal control of heart rate in a rabbit heart. 
J. Electrocardiol. 44 (6), 626–634.

	39.	 Chakraborti S., Chakraborti T., Shaw G. 2000. β-Adrenergic 
mechanisms in cardiac diseases: A perspective. Cell Signal. 
12 (8), 499–513.

	40.	 Ivanova A., Filatova T., Abramochkin D., Atkinson A., 
Dobrzynski H., Kokaeva Z., Merzlyak E., Pustovit K., 
Kuzmin V. 2021. Attenuation of inward rectif ier 
potassium current contributes to the α1-adrenergic 
receptor-induced proarrhythmicity in the caval vein 
myocardium. Acta Physiol. 231 (4), 1–17.

	41.	 Wu S., O’Connell T. 2015. Nuclear compartmentalization 
of a1-adrenergic receptor signaling in adult cardiac 
myocytes. J. Cardiovasc. Pharmacol. 65 (2), 91–100.

	42.	 Roth N., Campbell P., Caron M., Lef kowitz R., 
Lohse M. 1991. Comparative rates of desensitization 
of β-adrenergic receptors by the β-adrenergic receptor 
kinase and the cyclic AMP‑dependent protein kinase. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88 (14), 6201–6204.

	43.	 Mahmood A., Ahmed K., Zhang Y. 2022. β-Adrenergic 
receptor desensitization/down-regulation in heart failure: 
A friend or foe? Front. Cardiovasc. Med. 9 (July), 1–5.

	44.	 Motiejunaite J., Amar L., Vidal-Petiot E. 2021. Adrenergic 
receptors and cardiovascular effects of catecholamines. Ann. 
Endocrinol. (Paris). 82 (3–4), 193–197.

	45.	 Berg J., Yang H., Jan L. 2012. Ca2+-activated Cl-channels 
at a glance. J. Cell Sci. 125 (6), 1367–1371.

	46.	 Hume J., Duan D., Collier M., Yamazaki J., Horowitz B. 
2000. Anion transport in heart. Physiol. Rev. 80 (1), 31–81.

	47.	 Burashnikov A., Antzelevitch C. 1999. Differences in the 
electrophysiologic response of four canine ventricular cell 
types to α1-adrenergic agonists. Cardiovasc. Res. 43 (4), 
901–908.

	48.	 Duan D. 2009. Phenomics of cardiac chloride channels: 
The systematic study of chloride channel function in the 
heart. J. Physiol. 587 (10), 2163–2177.

	49.	 Tapilina S., Abramochkin D., Sukhova G., Rosenshtraukh L. 
2010. Cholinergic inexcitability in the sinoatrial node of the 
mouse. Dokl. Biol. Sci. 435 (1), 393–397.



72	 ВОРОНИНА и др.

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 1	 2024

α1-Adrenergic Receptors Control the Activity of Sinoatrial Node 
by  Modulating Transmembrane Transport of Chloride Anions
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Norepinephrine (NE), which is released by sympathetic nerve endings, causes an increase in the frequency 
of spontaneous action potentials in the pacemaker cardiomyocytes of the sinoatrial node (SAN), also 
known as the “pacemaker” of the heart. This results in an increase in heart rate (HR). It is known that two 
types of postsynaptic adrenoreceptors (ARs), α1-AR and β-AR, can mediate the effects of NE. The role of 
α1-AR in the sympathetic control of heart rate and SAN automaticity, as well as the membrane mechanisms 
mediation the effects of α1-AR on the pacemaker, have not yet been elucidated. In this study, we utilized 
immunofluorescence confocal microscopy to examine the distribution of α1A-AR in the SAN of rats. 
Additionally, we assessed the expression of α1A-AR mRNA in the SAN tissue using RT-PCR. Furthermore, 
we investigated the impact of α1-AR stimulation on key functional parameters of the pacemaker, including 
the corrected sinus node recovery time (SNRT/cSNRT) and the SAN accommodation, using the 
Langendorff perfused heart technique. We also used optical mapping of the electrical activity of perfused, 
isolated tissue preparations to study the effect of α1-AR stimulation on the spatiotemporal characteristics 
of SAN excitation. We tested the effects of chloride transmembrane conductance blockade on alteration of 
functional parameters and pattern of SAN excitation caused by α1-AR. Fluorescent signals corresponding 
to α1A-AR have been identified in SAN cardiomyocytes, indicating the presence of α1A-AR at protein level. 
The expression of α1A-AR in SAN has been also confirmed at the mRNA level. The stimulation of α1-AR 
affects SAN functioning Phenylephrine (PHE) utilized as α1A-AR agonist causes a decrease in SNRT/
cSNRT, as well as an acceleration of SAN accommodation. These effects were rate dependent and were 
observed at a high frequency of pacemaker tissue stimulation. PHE induces changes in the excitation pattern 
of the SAN. The effects of PHE on functional parameters and SAN excitation pattern are attenuated by 
Ca2+-dependent chloride channel blocker NPPB but remains unaffected by the protein kinase C inhibitor 
BIM. Our results suggest that cardiac α1-ARs are important for maintaining function of SAN pacemaker at 
high heart rates and that α1-AR signalling cascades in the SAN target Ca2+-dependent chloride channels 
are involved in the α1-adrenergic modulation of the electrophysiological properties of the heart pacemaker.

Keywords: cardiac pacemaker, automaticity, sinoatrial node, α1 adrenergic receptors, chloride 
transmembrane conductance, chloride ion channelss
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АКТИВАЦИЯ ГИСТАМИНОМ СОРБЦИИ ФАКТОРА КОМПЛЕМЕНТА 
С3/C3b НА ПОВЕРХНОСТИ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК КАК ОДНА 

ИЗ ПРИЧИН ПОВРЕЖДЕНИЯ ЭНДОТЕЛИЯ ПРИ COVID-19
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Повреждение эндотелия в результате активации системы комплемента является одной из при-
чин тромботических осложнений при COVID-19. Ключевую роль в этом процессе играет фактор 
С3. Присоединение к мембране продукта его протеолиза С3b инициирует начало формирова-
ния мембраноатакующего комплекса С5b-9, образующего пору в плазматической мембране и 
гибель клетки. В настоящей работе мы исследовали, каким образом гистамин, секретируемый 
в организме в местах локального воспаления лейкоцитами и тучными клетками, может повлиять 
на связывание C3b с эндотелиальными клетками (ЭК). Для его визуализации были использо-
ваны конъюгированные с FITS антитела против С3с фрагмента. Данные антитела связываются 
с интактным C3 и с C3b, но не с С3а. Мы показали, что при инкубации плазмы крови человека 
с  культивируемыми ЭК из пупочной вены человека происходит накопление фактора С3/С3b 
в виде округлых локальных и диффузных очагов на поверхности клеточного монослоя. Предва-
рительная активация ЭК гистамином увеличивает количество мест прикрепления C3/С3b. Эти 
данные позволяют предполагать, что гистамин способен усиливать повреждение эндотелиально-
го слоя при гиперактивации системы комплемента при COVID-19 и эндотелиопатиях, вызван-
ных другими заболеваниями.

Ключевые слова: комплемент, эндотелиальные клетки, COVID-19, фактор С3, гистамин, мем-
браноатакующий комплекс

Список сокращений: МАК – мембраноатакующий комплекс; MASP-2 – сериновая протеаза-2, 
ассоциированная с связывающим маннозу белком; ЭК – эндотелиальные клетки; фВБ – фактор 
Виллебранда; HUVEC – эндотелиальные клетки из пупочной вены человека (human umbilical 
vein endothelial cells).
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ВВЕДЕНИЕ

Повреждение эндотелия в  результате гипе-
рактивации системы комплемента является од-
ной из главных причин тромботических ослож-
нений при COVID‑19 и таких заболеваниях, как 
атипичный гемолитикоуремический синдром 
[1–7]. Комплемент представляет собой эволю-
ционно древнюю врожденную систему иммуни-
тета. Он включает в себя несколько десятков бел-
ковых факторов [8]. Часть из них — это протеа-
зы. Классический путь активации комплемента 
начинается после связывания иммуноглобулина 

G (IgG) или иммуноглобулина M (IgM) с анти-
генами чужеродного объекта. Далее белок ком-
племента C1 присоединяется к домену CH2 мо-
лекулы IgG или домену CH3 молекулы Ig M. По-
сле этого запускается каскад протеолитических 
реакций, который завершается формировани-
ем многокомпонентного мембраноатакующего 
комплекса (МАК), состоящего из факторов C5b, 
С6, С7, С8 и С9 и образующего пору в мембране 
микроорганизмов или собственных поврежден-
ных клеток (рис. 1).

Помимо классического, система комплемен-
та может активироваться по альтернативному 
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11]. На активность ЭК влияет множество гормонов, 
нейромедиаторов, ростовых факторов, продуктов 
превращения арахидоновой кислоты и т. д., кото-
рые потенциально могут влиять на экспонирова-
ние участков связывания факторов комплемента 
с клеточной поверхностью.

Целью работы было исследовать, каким образом 
активация ЭК гистамином влияет на присоедине-
ние к ним фактора C3b. Гистамин является мощ-
ным активатором клеток эндотелия. В организме 
этот биогенный амин вырабатывается тучными 
клетками и базофилами [12, 13], а также лимфо-
цитами [14]. Действуя через рецепторы Н1 и Н2, 
гистамин вызывает в ЭК увеличение концентра-
ции ионов кальция в цитоплазме [15, 16] и синтез 
cAMP [17] соответственно. В качестве объекта 
исследования были выбраны культивируемые ЭК 
из пупочной вены человека (HUVEC — human 
umbilical vein endothelial cells). Используя флуо-
ресцентно окрашенные антитела, мы показали, 
что гистамин активирует присоединение С3/С3b 
к поверхности HUVEC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

HUVEC выделяли согласно методу, описан-
ному ранее [18]. Клетки выращивали в покрытых 
желатином пластиковых флаконах в среде М199 
с солями Эрла и 20 мМ HEPES, содержащей 20% 
фетальной телячьей сыворотки (Invitrogen, США). 
К среде добавляли фактор роста эндотелия (300 
мкг/мл), выделенный из мозга кролика, 100 мкг/мл 
гепарина и смесь антибиотиков (пенициллин со 
стрептомицином). Использовали клетки ранних 
пассажей (2–4). Для пассирования HUVEC при-
меняли аккутазу® (SigmaAldrich, США).

Для определения связывания фактора С3b 
с клетками их пересаживали в 48-луночный план-
шет. HUVEC трижды отмывали от среды роста 
физиологическим солевым раствором (ФСР, pH 
7.4), содержащим NaCl (145), KCl (5), HEPES 
(10), MgCl2 (1), СaCl2 (1), глюкозу (10 мМ). Далее 
HUVEC инкубировали 10 мин при комнатной 
температуре в отсутствие или в присутствии 100 
мкМ гистамина, трижды отмывали ФСР и инку-
бировали 2 ч с ФСР и 20% плазмы крови здорового 
донора при 35оС. Плазму получали из крови, взя-
той из локтевой вены с антикоагулянтом, содер-
жащим цитрат натрия. После инкубации клетки 
отмывали холодным фосфатным солевым буфером 
(ФСБ) и фиксировали холодным 3% парафор-
мальдегидом в течение 25 мин. Клетки отмыва-
ли 3 раза раствором ФСБ, инкубировали 45 мин 
с 2% раствором бычьего сывороточного альбумина 
в ФСБ и далее в течение ночи инкубировали при 

и лектиновому путям, но во всех случаях ключе-
вую роль играет фактор С3 (рис. 1). Протеолиз 
С3 представляет собой точку схождения всех пу-
тей активации комплемента. При протеолизе С3 
расщепляется на две части — анафилотоксин С3a 
и фактор С3b. Последний присоединяется к био-
логическим поверхностям — стенкам микроорга-
низмов, к собственным клеткам, межклеточному 
веществу за счет образования ковалентных связей 
с гидроксильными и аминогруппами углеводных 
и белковых молекул [9]. После прикрепления С3b 
в комплексе с другими факторами запускает даль-
нейший процесс активации комплемента, приво-
дящий к формированию МАК. Кроме того, опсо-
низация проникших в кровь микроорганизмов 
фактором С3b делает их доступными мишенями 
для фагоцитоза. В нормальных условиях в здоро-
вых клетках организма срабатывают регуляторные 
механизмы, предотвращающие активацию ком-
племента на следующих этапах после сорбции C3b.

Функция С3b в протеолитическом каскаде 
реакций активации комплемента заключается 
в расщеплении (конвертации) фактора С5. При 
классическом и лектиновом путях С5-конвертаза 
представляет собой комплекс C4b2a3b. При альтер-
нативном пути C3b взаимодействует с фактором 
B с образованием сначала C3-конвертазы (C3bBb) 
и запуском петли амплификации альтернативно-
го пути, т. е. расщепления С3 до С3a и C3b. Далее 
новообразованный С3b и C3bBb объединяются 
в комплекс C3bBbC3b. Он уже начинает работать 
как С5-конвертаза, расщепляющая неактивный 
фактор С5 до анафилактического пептида С5а 
и белка C5b. Как уже отмечено выше, к C5b на мем-
бране последовательно присоединяются факторы 
С6, С7, С8 и С9. В итоге формируется мембраноа-
такующий комплекс (МАК) C5b‑9 — крупная пора, 
нарушающая целостность мембраны бактерий [2].

Кроме уничтожения инородных биологических 
объектов система комплемента осуществляет уда-
ление собственных отмирающих или зараженных 
клеток организма хозяина. При патологических со-
стояниях, связанных с гиперактивностью системы 
комплемента [1–7], клетки эндотелия кровеносных 
сосудов могут восприниматься комплементом как 
чужеродные, что приводит к повреждению сосу-
дистой стенки, тромбообразованию и нарушению 
кровообращения в целом. Образование МАК на 
поверхности эндотелия зависит от присутствия 
в плазме крови активных факторов комплемента — 
прежде всего С3b, от функционального состояния 
фактора Н и других регуляторных компонентов 
этой системы, а также от состояния ЭК, т. е. от их 
способности сорбировать фактор C3b и другие 
факторы комплемента на своей поверхности [10, 
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4оС с разведенными в 100 раз поликлональными 
FITS‑конъюгированными антителами, специфич-
ными к С3с (DAKO, F0201). С3с — это следующий 
после С3b продукт протеолитического расщепле-
ния фактора С3. Антитела против С3с связываются 
с С3 и C3b и не связываются с С3а [19]. Препара-
ты анализировали с помощью флуоресцентного 
микроскопа Leica DMI 6000 (Leica, Германия) 
с использованием объектива 10×, диодного осве-
тителя с длиной волны 488 нм и флуоресцентного 
фильтра L5 ET (Leica).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программы Excel 10. Достовер-
ность отличий оценивали согласно t-критерию 
Стьюдента для независимых выборок. Каждое 
значение представляет собой среднее 6 независи-
мых измерений + стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Процесс активации системы комплемента по 
альтернативному пути с небольшой скоростью 
идет в организме постоянно [20]. При этом обра-
зующийся в плазме в небольших количествах С3b 
ковалентно связывается с биологической поверх-
ностью, где он инактивируется либо запускает 
в комплексе с фактором Bb петлю амплификации 
альтернативного пути (рис. 1). В последнем случае 
идет локальное накопление C3b с переходом к сле-
дующему этапу активации системы комплемента. 
В нормальных условиях работа системы компле-
мента направлена на инактивацию появляющих-
ся в крови в небольшом количестве чужеродных 
микроорганизмов, на удаление отмирающих кле-
ток, однако при ее избыточной активности может 
происходить повреждение нормальных клеток 

Рис. 1. Пути активации комплемента. Жирными стрелками обозначены места протеолиза факторов комплемен-
та. MASP‑2 — сериновая протеаза‑2, ассоциированная с связывающим маннозу белком (mannose-binding protein-
associated serine protease).
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и тканей. В такой ситуации объектом поврежде-
ния в числе первых становится эндотелий сосудов.

Взаимодействие комплемента с эндотелием 
можно оценивать в модельных экспериментах ex 
vivo при инкубации культивируемых клеток эндоте-
лия с плазмой крови человека [20]. Мы проводили 
определение иммобилизованного на поверхности 
HUVEC фактора C3/С3b с помощью FITS‑меченых 
антител. Использованные нами антитела активно 
применяются для визуализации фактора С3b на 
клетках [3, 10], но они могут связываться также 
с интактным фактором С3, но не с С3а. Поэтому, 
строго говоря, мы не можем исключить, что по-
мимо С3b при флуоресцентной микроскопии мы 
получаем также изображение сорбированного на 
HUVEC интактного С3. Поэтому мы используем 
обозначение C3/C3b.

На рис. 2а показаны клетки HUVEC, которые 
инкубировали 2 ч в среде ФСР без добавления 
плазмы, и клетки, которые инкубировали с раз-
веденной в 3 раза в среде ФСР плазмой крови 
человека (рис. 2б). По плотности расположения 
ядер видно, что HUVEC образуют сплошной мо-
нослой. После инкубации HUVEC с плазмой крови 
на поверхности клеток происходит сорбция фак-
тора комплемента С3/С3b. Иммунопозитивные 

структуры имеют вид округлых пятен диаметром 
в несколько микрон, наиболее крупные из ко-
торых сопоставимы по размерам с клеточными 
ядрами. Общее количество ярких пятен в поле 
зрения составляло около трех десятков. Помимо 
яркоокрашенных округлых пятен на HUVEC по-
сле инкубации с плазмой можно увидеть участки 
диффузного окрашивания клеток антителами, 
а также большое количество более бледных окру-
глых пятен (рис. 2б). На поверхности контрольных 
клеток иммунопозитивных структур в виде пятен 
было многократно меньше — при внимательном 
рассмотрении можно увидеть несколько слабоо-
крашенных антителами пятен (рис. 2а). Диффуз-
ные иммунопозитивные структуры на поверхно-
сти контрольных клеток полностью отсутствова-
ли. Мы предполагаем, что участки окрашивания 
фактора C3/С3b, которые выглядят как округлые 
пятна, — это места, где происходит запуск петель 
амплификации альтернативного пути активации 
комплемента, локальная генерация C3b и его ак-
кумуляция на HUVEC.

На рис. 3 показано влияние гистамина на свя-
зывание C3/С3b с HUVEC. Видно, что после ин-
кубации клеток с гистамином число участков кле-
точной поверхности, окрашенных FITS‑мечеными 

Рис. 2. Связывание фактора комплемента С3/C3b с HUVEC после инкубации их плазмой крови человека. а — 
Клетки инкубировали с ФСР без плазмы; б — в течение 2 ч HUVEC инкубировали с разведенной в 3 раза в ФСР 
плазмой крови здорового донора. Ядра окрашены Hoechst 33342.
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антителами, значительно возрастает. Для коли-
чественной оценки действия гистамина была ис-
пользована программа CellProfiler. При анализе 
проводился подсчет иммунопозитивных структур 
разной степени яркости и количества ядер в поле 
зрения для определения числа клеток. Количество 
окрашенных антителами против C3/С3b пятен 
в пересчете на число клеток в отсутствие гистами-
на составляло чуть более 3 на 10 клеток (рис. 4а). 
После 10-минутной инкубации HUVEC с гистами-
ном количество окрашенных антителами участков 
клеточной поверхности возрастало в 1.7 + 0.2 раза.

Основным источником фактора поступления С3 
в плазму крови являются печень, однако известно, 
что в эндотелии также происходит синтез этого 
фактора комплемента, где он может расщепляться 
до C3b и экспонироваться на ЭК [21]. С помощью 
программы CellProfiler было определено количе-
ство окрашенных антителами участков в клетках, 
которые инкубировали без плазмы. Оно составило 
менее 1% от числа участков экспонирования C3/
С3b в HUVEC после инкубации в присутствии 
плазмы, причем в условиях без плазмы гистамин 
не увеличивал количество окрашенных частиц 
(рис. 4б).

Присоединение С3/С3b из плазмы крови чело-
века к поверхности культивируемых ЭК показа-
но в работах Noris и соавт. [10]. Этими авторами 
была продемонстрирована количественная связь 
между содержанием в плазме фактора С3b и его 
сорбцией на поверхности культивируемых ЭК. 
На основе этого метода ими предложен тест для 
оценки состояния системы комплемента при ге-
молитикоуремическом синдроме. Наши исследо-
вания говорят о том, что количество фактора С3/
С3b, присоединяющегося к мембране, зависит не 
только от содержания его в плазме, но и от коли-
чества посадочных мест на клетках. Как показали 
результаты представленного эксперимента (рис. 3, 
4), плотность участков связывания C3/C3b увели-
чивается при активации клеток гистамином. При-
соединение C3b к поверхности клеток приводит 
к следующему этапу активации комплемента — 
образованию С5-конвертазы, расщепляющего 
фактор С5 до C5b и С5а. При этом можно ожидать, 
что для данного процесса характерно самоусиление, 
поскольку высвобождение анафилактического 
пептида С5а будет стимулировать секрецию гиста-
мина находящимися рядом базофилами и тучными 
клетками [12, 13].

Рис. 3. Иммунофлуоресцентное окрашивание фактора C3/С3b и клеточных ядер в контрольных HUVEC (а, б, в) и 
в HUVEC, активированных гистамином (г, д, е). а, г — Клетки, окрашенные FITC‑мечеными антителами против 
C3/С3b; б, д — ядра клеток, окрашенные с помощью Hoehst 33342; в — наложение изображений а и б, е наложение 
изображений г и д. Клетки 10 мин инкубировали в ФСР в отсутствие (а, в) или в присутствии 100 мкМ гистамина 
(б, г). После этого отмывали от гистамина и инкубировали в течение 2 ч в ФСР с разведенной в 3 раза плазмой 
крови здорового донора.



78	 АВДОНИН и др.

	 БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 1	 2024

Вопрос о том, каким образом гистамин сти-
мулирует сорбцию C3/С3b на мембране HUVEC, 
требует дальнейшего изучения. Нам представляется 
наиболее вероятным сценарий, согласно которому 
под влиянием гистамина на мембране HUVEC уве-
личивается количество участков, по которым про-
исходит ковалентное присоединение С3b к клеткам. 
C3b и С3а постоянно образуются в плазме крови 
в результате протеолиза С3 так называемой жидко-
фазной С3-конвертазой (рис. 1а). Эта фермента-
тивная активность появляется у фактора С3 после 
спонтанного гидролиза в его молекуле тиоэфирной 
связи. Изоформа фактора С3 с гидролизованной 
внутренней тиоэфирной связью носит название 
C3(H2O). В C3b сохраняется внутренняя тиоэфир-
ная связь. Ее разрыв сопровождается образованием 
ковалентной эфирной связи с гидроксильными 
или аминогруппами углеводных остатков глико-
протеинов на поверхности клеток [22]. В качестве 
посадочного места на HUVEC могут выступать 
фактор Виллебранда (фВБ) и P‑селектин. Bettoni 
и соавт. [1] показали, что C3b присоединяется 
к эспонированной на мембране ЭК молекуле фВБ 
по трем А‑доменам его мономера, но сборка ак-
тивной С5-конвертазы и запуск альтернативного 
пути активации комплемента с расщеплением С5 
и формированием C5b‑9 происходит на домене 
А2. В свою очередь, группа Del Conde продемон-
стрировала способность P‑селектина связывать 
C3b и инициировать активацию комплемента [23]. 

Известно, что гистамин вызывает экзоцитоз телец 
Вейбеля–Паладе, содержаших фВБ и P‑селектин, 
и таким образом увеличивает экспонирование 
этих гликопротеинов на поверхности ЭК [24–27]. 
Помимо образования ковалентных связей с ги-
дроксильными и аминогруппами поверхностных 
гликопротеинов и углеводов, С3b может некова-
лентно связываться с фактором Н, с мембранным 
кофакторным белком (MCP или CD46) [28, 29]. 
В ряде клеток организма человека (В- и Т‑лим-
фоцитах, моноцитах, макрофагах, нейтрофилах, 
эритроцитах и эпителиальные клетках клубоч-
ков) экспрессируется специфический рецептор 
С3b — CR1/CD35, однако в ЭК данный рецептор 
отсутствует [30].

Можно предположить, что, помимо присоеди-
нения к HUVEC фактора C3/C3b из плазмы кро-
ви, на поверхности клеток происходит активация 
системы комплемента и локальная генерация C3b. 
Ранее было показано, что активация комплемен-
та по альтернативному пути может происходить 
на апоптозных клетках HUVEC, отрывающих-
ся от монослоя [31]. Установлено, что при этом 
C3b присоединяется к клеткам за счет образова-
ния эфирных и амидных связей с мембранными 
белками. Помимо альтернативного, на ЭК может 
происходить активация классического пути ком-
племента. Этот путь запускается после связывания 
первого компонента системы комплемента C1q со 
своим рецептором на мембране ЭК — gC1qR/p33. 
Активация комплемента по классическому пути 
происходит на HUVEC при апоптозе, вызванном 
гипоксией/реоксигенацией [32, 33] и при воздей-
ствии на клетки напряжения сдвига [34]. При клас-
сическом пути так же, как и при альтернативном, 
происходит накопление на мембране фактора С3b.

При коронавирусной инфекции у умерших 
больных на поверхности эндотелия капилляров 
легких, печени и почек выявлено отложение фак-
торов комплемента Bb, C1q, C4, C3 и С5b‑9, что 
указывает на активацию комплемента по класси-
ческому и альтернативному путям [35]. Маркеры 
лектинового пути MBL и MASP‑2 в легких прак-
тически не обнаруживались. В сосудах головного 
мозга повреждение эндотелия у больных COVID‑19 
происходит в результате активации комплемента 
по классическому пути [36]. Есть данные о запуске 
N‑белком коронавируса SARS-CoV‑2 лектинового 
пути активации комплемента [37]. Как уже отмече-
но выше, точкой конвергенции всех путей актива-
ции системы комплемента является образование 
активного компонента С3b (рис. 1) в результате 
протеолиза фактора С3. С3b присоединяется к ЭК 
сосудов и запускает финальные этапы процесса 
формирования мембраноатакующего комплекса 

Рис. 4. Влияние гистамина на присоединение факто-
ра C3/С3b к HUVEC. Клетки инкубировали с разве-
денной в 3 раза в ФСР плазмой крови (а) или в ФСР 
без плазмы (б). Показано среднее количество участ-
ков отложения C3/С3b в пересчете на одну клетку без 
инкубации с гистамином или после предварительной 
активации HUVEC гистамином. Приведены результа-
ты 6 независимых измерений (**p < 0.01).
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C5b‑9. Увеличение связывания С3b с эндотелием 
под влиянием гистамина должно усиливать этот 
процесс и оказывать дополнительное отягощаю-
щее действие при тромботических осложнениях 
у больных с коронавирусной инфекцией.

Действительно, клинические данные свидетель-
ствуют о вкладе гистамина в патогенез коронави-
русной инфекции. Вирус SARS-CoV‑2 активирует 
секрецию гистамина тучными клетками [38]. Ги-
стамин, в свою очередь, способствует цитокиново-
му шторму и усиливает воспалительные реакции. 
Напротив, при подавлении действия гистамина 
течение болезни становится более благоприят-
ным. По данным Hogan и соавт. [39], примене-
ние блокаторов Н1 и Н2 рецепторов цетиризина 
(cetirizine) и фамотидина (famotidine) у тяжелых 
и крайне тяжелых больных COVID‑19 на 15.5% 
снижало смертность и уменьшало продолжитель-
ность госпитализации. В эксперимента ex vivo мы 
показали, что гистамин усиливает активацию ком-
племента на HUVEC. Исходя из этих результатов, 
мы предполагаем, что при COVID‑19 гистамин 
также способствует гиперактивации системы ком-
племента, повреждению сосудистого эндотелия 
и развитию тромботических осложнений. Такой 
эффект гистамина представляет еще одно звено 
в патогенетическом механизме коронавирусной 
инфекции.
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Damage of the endothelium as a result of activation of the complement system is one of the causes of 
thrombotic complications in COVID-19. Factor C3 plays a key role in this process. The attachment of its 
proteolytic product C3b to the cells initiates the formation of the membrane attack complex C5b-9, which 
forms a pore in the plasma membrane and cell death. Here, we investigated how histamine, secreted in 
the body by leukocytes and mast cells, can affect the binding of C3b to human umbilical vein endothelial 
cells (HUVEC). To visualize it, FITS-conjugated antibodies against the C3c were used. These antibodies 
bind to intact C3 and to C3b but not to C3a. We have shown that when cultured HUVECs are incubated 
with human blood plasma, factor C3/C3b accumulates in the form of rounded and diffuse foci on the 
surface of the endothelial cell monolayer. Pre-activation of HUVEC by histamine increases the number 
of С3/C3b attachment sites. These data suggest that histamine may enhance endothelial damage during 
complement hyperactivation in COVID-19 and in endotheliopathies caused by other diseases.

Keywords: complement, endothelial cells, COVID-19, factor C3, histamine, membrane attack complex
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Одной из актуальных задач тканевой инженерии является разработка стабильных нетоксичных 
материалов, поддерживающих миграцию клеток в процессе регенерации ткани. Данное исследо-
вание направлено на получение новых гелевых материалов на основе коллагена и производных 
таксифолина, пентаглутарата таксифолина и конъюгата таксифолина с глиоксалевой кислотой и 
изучение их свойств. В работе было показано, что увеличение доли полифенолов в геле приводит 
к уменьшению скорости деградации материала. Полученные материалы не оказывают негатив-
ного влияния на жизнеспособность фибробластов мыши линии NIH/3T3. Клетки прикрепляют-
ся к поверхности материалов и распластываются на поверхности материала, содержащего пен-
таглутарат таксифолина. Было также установлено, что фибробласты мигрируют через получен-
ные материалы. Увеличение доли конъюгата таксифолина с глиоксалевой кислотой в материале 
приводит к ингибированию миграции через материал, тогда как увеличение доли пентаглутарата 
таксифолина в материале, напротив, приводит к значительному увеличению миграции клеток 
через него. Полученные результаты указывают на возможность модуляции адгезии и миграции 
клеток в биоматериалах путем включения различных производных таксифолина в их состав. Та-
ким образом, материалы, полученные на основе коллагена и производных таксифолина, могут 
представлять интерес для регенеративной медицины.

Ключевые слова: конъюгат таксифолина с глиоксалевой кислотой, пентаглутарат таксифолина, 
коллаген, деградация, жизнеспособность фибробластов, адгезия, миграция
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема ожогов является одной из самых се-
рьезных на сегодняшний день [1]. Эффективность 
заживления ран зависит от нескольких факторов, 
в том числе размера, глубины, местоположения, 
инфицирования и пр. Хотя на данный момент 
в клинической практике применяются различные 
ранозаживляющие материалы, нет четкого алго-
ритма выбора материалов при различных видах 
ран [2]. Кроме того, с расширением представле-
ний о механизмах заживления ран изменяются 
требования к разрабатываемым материалам [2]. 
Следует также отметить, что эффективность рано-
заживляющего действия таких покрытий зависит 
от фазы регенерации и существенно различается 

при поражениях различной степени тяжести, что 
исключает универсальность их применения [3]. 
Материалы, полученные на основе коллагена, 
играют важную роль в лечении ран и стимуляции 
регенеративных процессов [4, 5]. Коллаген явля-
ется основным белком внеклеточного матрикса 
[6]. Он продуцируется фибробластами и вовлечен 
во все фазы регенерации. Данный биополимер 
нетоксичен, биоразлагаем, обладает низкой им-
муногенностью, способствует организации но-
восинтезированного коллагена [7]. Тем не менее 
проводятся постоянные исследования, направ-
ленные на получение новых материалов на основе 
данного биополимера. Многие из них нацелены 
на преодоление высокой скорости биодеградации 
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к деградации, чем нативный коллаген. При этом 
сшивка будет формироваться между карбоксиль-
ной группой полифенола и остатками лизина по-
липептида. Таким образом, карбоксильные группы 
глутаминовой кислоты боковых цепей полипептида 
будут оставаться свободными, что является критич-
ным для прикрепления клеток к коллагену и их ми-
грации через материал. Кроме того, материалы на 
основе коллагена и таксифолина будут постепенно 
высвобождать активный компонент (полифенол) 
в области повреждения. Существуют данные, со-
гласно которым флавоноиды [42–44] и их произ-
водные [45–47], а также материалы, включающие 
в свой состав полифенольные соединения [11, 12, 
48, 49], способствуют лучшему заживлению ран. 
В частности, нами было показано, что препараты, 
полученные на основе конъюгатов таксифолина 
с карбонильными соединениями — продуктами 
перекисного окисления липидов, такими как аце-
тальдегид и малоновый диальдегид, способствуют 
интенсификации регенерационных процессов и ре-
парации волосяных фолликулов и сальных желез 
[49]. Целью настоящей работы являлось изучение 
биосовместимости новых материалов на основе 
коллагена и производных таксифолина, конъю-
гата таксифолина с глиоксалевой кислотой (DfTf) 
и пентаглутарата таксифолина (TfG5) (рис. 1). Ос-
новное внимание было сфокусировано на изучении 
влияния данных материалов на жизнеспособность 
клеток, оценке способности материалов поддержи-
вать адгезию клеток и изучении миграции клеток 
через данные материалы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали коллаген (ЗАО “Зеленая 
Дубрава”, Россия) и таксифолин (96%), любезно 
предоставленный ЗАО “НПФ “Флавит” (Россия).

Получение гидрогелей на основе коллагена и про-
изводных таксифолина. Получение и характеристи-
ка конъюгата таксифолина с глиоксалевой кис-
лотой и пентаглутарата таксифолина подробно 
описаны в работах [50, 51] и [52, 53] соответственно.

Материалы на основе коллагена и произво-
дных таксифолина получали следующим образом. 
К 1 мл 5% водного раствора полифенола добавля-
ли 100 мМ раствор 4-(4,6-диметокси‑1,3,5-три-
азин‑2-ил)-4-метилморфолина (DMTMM) [52] 
в молярном соотношении 1:3. В случае пентаглу-
тарата таксифолина раствор содержал 10% диме-
тилсульфоксида. Затем к 1 мл раствора полифенола 
добавляли 1 мл 4% раствора коллагена, смесь бы-
стро перемешивали и заливали в подготовленные 
формы. Для оценки деградации материала смесь 
заливали в цилиндрические формы диаметром 

материалов, полученных на основе коллагена, 
а также включение в состав коллагеновой матри-
цы различных биологически активных соединений 
(например, антибактериальных средств, таких как 
цефтазидим и доксициклин [8–10], или соедине-
ний, способствующих регенерации ткани [11–13]). 
Коллагеновая матрица рассматривается как сред-
ство адресной доставки биологически активных 
веществ, из которой соединения высвобождаются 
постепенно, благодаря чему они способны оказы-
вать пролонгированное действие в зоне поврежде-
ния [14–16]. Для стабилизации структуры колла-
гена и материалов на его основе, полипептидные 
цепи данного биополимера сшивают. Существуют 
химические, физические и ферментативные мето-
ды сшивки коллагена. Достоинства и недостатки 
данных методов рассмотрены в следующих обзорах 
[17, 18]. Можно отметить несколько моментов. Ис-
пользование кросс-сшивающих агентов позволяет 
получать материалы с более высокой степенью 
сшивки и равномерным распределением сшивок 
внутри материала [18, 19]. Однако при деградации 
ряда таких материалов в организме могут форми-
роваться токсичные продукты [8, 20–22]. Форми-
рование нетоксичных материалов с улучшенными 
механическими свойствами возможно в результате 
непосредственной сшивки карбоксильных групп 
глутаминовой/аспарагиновой кислот с амино-
группами лизина полипептидных цепей коллагена 
[23]. Однако в этом случае вовлечение карбоксиль-
ных групп глутаминовой кислоты полипептида 
в формирование сшивки приводит к уменьше-
нию миграции клеток в материале: снижается их 
прикрепление, распластывание, выживаемость 
и рост [24]. В последнее время все большую по-
пулярность приобретают природные нетоксич-
ные кросс-сшивающие агенты [18], в том числе 
полифенолы [25–29]. Согласно существующим 
данным, природные полифенолы стабилизируют 
структуру коллагена и увеличивают его устойчи-
вость к деградации в биологических системах [25, 
30, 31]. Стабилизация структуры полипептидов 
полифенолами может быть обусловлена как ме-
жмолекулярными взаимодействиями (водородные 
связи, гидрофобные взаимодействия) [27, 32], так 
и ковалентными связями полипептид — полифенол 
[22, 27, 33–36]. В частности, в качестве перспек-
тивных природных кросс-сшивающих агентов 
рассматривают генипин [37–40] и полифенол — 
дубильную кислоту [28, 40, 41].

Мы предположили, что стабилизация коллагена 
с помощью производных таксифолина, содержа-
щих в своей структуре карбоксильные группы, 
является рациональным подходом для получе-
ния материалов, которые будут более устойчивы 
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1.5 см и объемом 1 мл. Для оценки влияния мате-
риалов на жизнеспособность клеток и миграции 
клеток через материал 100 мкл смеси наносили на 
вкладыши с проницаемой мембраной (8 мкм, SPL, 
Южная Корея) для 24-луночного планшета. Для 
оценки способности материалов поддерживать 
адгезию клеток и возможного контактного цитоток-
сического действия 1 мл смеси помещали в 35-мм 
чашки Петри (SPL). Концентрация полифенола 
в геле составляла 0; 0.5; 1.0; и 2.5%, концентрация 
коллагена — 2%. Концентрацию белка определяли 
спектрофотометрическим методом [53].

Доля аминогрупп, участвующих в формировании 
сшивки. Долю аминогрупп, участвующих в форми-
ровании сшивки, определяли по изменению ко-
личества терминальных аминогрупп полипептида 
нингидриновым методом [53]. Для этого 100 мг 
геля предварительно лиофилизировали, после 
чего помещали в 100 мкл фосфатно-солевого бу-
фера (pH 7.4). К полученной суспензии добавля-
ли 25 мкл 0.2% раствора нингидрина в ацетоне. 
Приготовленный раствор инкубировали при 90 °C 
в течение 15 мин, охлаждали до комнатной темпе-
ратуры и регистрировали оптическую плотность 

супернатанта при 570 нм. Расчет доли аминогрупп, 
участвующих в формировании поперечных сши-
вок, проводили по формуле:

Доля аминогрупп = (Aм ‒ Aср)/(Aпр ‒ Aср) × 100%,
где Aм ‒ оптическая плотность анализируемого матери-
ала; Aпр ‒ оптическая плотность нативного коллагена; 
Aср ‒ оптическая плотность коллагена, кросс-сшитого 
с использованием глиоксалевой кислоты.

Анализ деградации материала. Деградацию гелево-
го материала оценивали по количеству полипепти-
да, перешедшего в раствор в процессе инкубации 
в фосфатно-солевом буфере (pH 7.4). Количество 
полипептида считали эквивалентным количеству 
терминальных аминогрупп, регистрируемых в рас-
творе нингидриновым методом. К образцу гелевого 
материала объемом 100 мкл добавляли 1 мл раствора 
фосфатно-солевого буфера (pH 7.4) и помещали 
в термостат (37 °C) с орбитальным перемешива-
нием (100 об/мин). Через определенные проме-
жутки времени отбирали 100  мкл водной фазы, 
центрифугировали при 10000 об/мин для удаления 
нерастворимой фракции и определяли количество 

Рис. 1. Полифенолы, используемые для стабилизации коллагена. DfTf — конъюгат таксифолина с глиоксалевой 
кислотой, TfG5 — пентаглутарат таксифолина.
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аминогрупп в суспензии. Степень деградации опре-
деляли по формуле:

Степень деградации = (Aс ‒ Aб)/(Aпр ‒ Aб) × 100%,
где Aс ‒ оптическая плотность анализируемой су-
спензии; Aпр ‒ оптическая плотность нативного 
коллагена; Aб ‒ оптическая плотность буферного 
раствора.

Динамика высвобождения полифенола из геля. 
Для определения динамики высвобождения по-
лифенола из коллагенового геля фрагмент геля 
объемом 100 мкл помещали в фосфатно-солевой 
буфер (pH 7.4) объемом 1 мл, после чего смесь 
помещали в термостат (37 °C) с орбитальным пе-
ремешиванием (100 об/мин). Через определенные 
промежутки времени отбирали 100 мкл водной 
фазы, центрифугировали при 10000 об/мин для 
удаления нерастворимой фракции и определяли 
концентрацию полифенола, перешедшего в рас-
твор, спектрофотометрическим методом. Рас-
чет концентрации полифенола в растворе про-
водили по среднему коэффициенту экстинкции 
(ε330  = 3146 M‑1см‑1 и ε228 = 5765 M‑1см‑1 для DfTf 
и TfG5 соответственно).

Влияние DfTf, TfG5 и материалов, полученных 
на их основе, на жизнеспособность клеток. В работе 
использовали эмбриональные мышиные фиброб-
ласты NIH 3T3, полученные из Всероссийской кол-
лекции клеточных культур (Институт цитологии 
РАН, Санкт-Петербург). Клетки культивировали 
в среде DMEM/F‑12 (Sigma-Aldrich, США) с добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС) (Himedia, Бразилия), 80 мкг/мл сульфата 
гентамицина (Sigma-Aldrich, США) и 24 мкг/мл 
флуконазола (Белмедпрепараты, Белоруссия) при 
37 °C и 5% СО2. Для открепления клеток от по-
верхности культурального пластика использовали 
раствор трипсина–EDTA 0.05% (ПанЭко, Россия).

Влияние DfTf и TfG5 на жизнеспособность клеток. 
В лунки 96-луночного планшета высевали клетки 
(15 тыс. клеток/см2) и культивировали в течение 
24  ч. Затем к клеткам добавляли полифенолы (DfTf 
и TfG5) в различных конценрациях (0.0; 0.8; 1.6; 
3.1; 6.3; 12.5; 25.0; 50.0; 100.0 мкМ) и инкубировали 
в течение 24 ч. Далее оценивали жизнеспособность 
клеток. Для этого клетки фиксировали 70% эта-
нолом в течение 30 мин, после чего окрашивали 
0.5% раствором кристаллического фиолетового 
(Sigma-Aldrich, США) в течение 15 мин. Клетки 
лизировали раствором 0.1% додецилсульфата на-
трия, затем измеряли оптическую плотность (A) 
на микропланшетном ридере Infinite F200 (Tecan, 
Австрия) при 550 нм. Долю жизнеспособных клеток 
в присутствии полифенолов определяли следующим 
образом: Доля клеток,% от контроля = (A клеток, 

окрашенных после инкубации с полифенолами / 
A окрашенных контрольных клеток) × 100%.

Влияние материалов, полученных на основе кол-
лагена и производных таксифолина (DfTf и TfG5), 
на жизнеспособность клеток. В лунки 24-луночного 
планшета высевали клетки (15 тыс. клеток/см2) 
и культивировали в течение 24 ч. Затем в лунки 
устанавливали вкладыши с проницаемой мем-
браной (8 мкм), покрытые материалами на основе 
DfTf и TfG5, и инкубировали еще в течение 24 ч. 
Далее оценивали жизнеспособность клеток. Для 
этого клетки фиксировали 70% этанолом в течение 
30 мин, затем окрашивали 0.5% раствором кри-
сталлического фиолетового (Sigma-Aldrich, США) 
в течение 15 мин. Клетки лизировали раствором 
0.1% додецилсульфата натрия и измеряли оптиче-
скую плотность (A) на микропланшетном ридере 
Infinite F200 (Tecan, Австрия) при 550 нм. Долю 
жизнеспособных клеток определяли следующим 
образом: Доля клеток,% от контроля = (A клеток, 
окрашенных после инкубации с материалами / 
A окрашенных контрольных клеток) × 100%.

Оценка миграции фибробластов через материа-
лы, полученные на основе коллагена и производных 
таксифолина (DfTf и TfG5). Материалы готовили 
на вкладыше с проницаемой мембраной (8 мкм). 
Клетки (50 тыс. клеток) высевали на поверхность 
данных материалов и инкубировали в течение 5 ч 
в среде DMEM/F‑12, содержащей 10% ЭТС. В лун-
ки 24-луночного планшета, в которых находились 
вкладыши, также добавляли среду DMEM/F‑12, 
содержащую 10% ЭТС. Спустя 5 ч инкубации во 
вкладыше заменяли среду на DMEM/F‑12, не со-
держащую ЭТС, и инкубировали еще 24 ч. После 
этого клетки, мигрировавшие через материалы, 
снимали с поверхности лунок 24-луночного план-
шета и внешней стороны мембраны вкладыша 
с помощью раствора трипсина–EDTA 0.05% и под-
считывали в камере Горяева. В качестве контроля 
на вкладыш наносили нативный коллаген. Кон-
центрация полифенола в исследуемых материалах 
составляла 0; 0.5; 1.0; и 2.5%.

Оценка адгезии и распластывания фибробла-
стов на поверхности полученных материалов. Ма-
териалы, содержащие 2.5% полифенола, готовили 
в 35-мм чашках Петри. Затем на их поверхность 
высевали клетки (15 тыс. клеток/см2) и инкуби-
ровали в течение 24 ч. Далее образцы окрашива-
ли в течение 30 мин Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, 
США) (5 мкг/ мл), пропидий иодидом (Sigma-Aldrich, 
США) (10 мкг/мл), а также ацетоксиметиловым 
эфиром кальцеина (кальцеин-AM) (Sigma-Aldrich, 
США) (100 нМ) и изучали с помощью конфокаль-
ного микроскопа TCS SP5 (Leica Microsystems, 
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Германия). В качестве контроля на чашки Петри 
наносили нативный коллаген.

Статистический анализ. Все эксперименты были 
выполнены в трех независимых повторах. Каждый 
образец был проанализирован в трех технических 
повторах. Данные представлены как среднее значе-
ние ± стандартное отклонение. Сравнение средних 
значений проводили с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа (ANOVA) с последующим 
попарным сравнением с помощью Тьюки-теста. 
Для расчетов применяли статистический про-
граммный пакет GraphPad Prism 9.0.0 (GraphPad 
Software Inc., SanDiego, CA, USA). Различия счи-
тали значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика полученных материалов. Форми-
рование сшивок между полипептидными цепями 
осуществлялось с помощью TfG5 и DfTf. DfTf 
содержит в своей структуре одну карбоксильную 
группу, тогда как TfG5 содержит пять карбоксиль-
ных групп, способных после активации форми-
ровать ковалентную связь с аминогруппами белка. 
Отметим, что полифенолы, по всей видимости, 

также могут стабилизировать структуру коллагена 
за счет нековалентных взаимодействий.

Было показано, что доля аминогрупп, участву-
ющих в формировании поперечных сшивок, до-
зозависимо возрастает с увеличением количества 
полифенола, введенного в состав материала. Так, 
доля аминогрупп, участвующих в формировании 
сшивки, составляет 73±7, 80±3 и 90±5% при доле 
DfTf в материале 0.5, 1.0 и 2.5% соответственно. 
Доля аминогрупп, участвующих в формировании 
сшивки, составляет 69±3, 73±5 и 78±4% при доле 
TfG5 в материале 0.5, 1.0 и 2.5% соответственно. 
Было установлено, что доля фрагментов поли-
пептида, высвобождающихся в процессе дегра-
дации материалов, уменьшается с увеличением 
доли полифенола в материале (рис. 2а, 2б). Полной 
деградации материалов на протяжении всего экс-
перимента не наблюдалось. Было обнаружено, что 
в процессе деградации материала в окружающую 
среду высвобождается (биологически активный) 
полифенол (рис. 2в, 2г).

Влияние DfTf, TfG5 и материалов, полученных 
на их основе, на жизнеспособность клеток NIH 3T3. 
Было показано, что DfTf и TfG5 не влияют на жиз-
неспособность клеток NIH 3T3 во всем диапазоне 

Рис. 2. Характеристика гелевых материалов. а, б — Деградация гелевых материалов, полученных на основе колла-
гена и полифенолов. в, г — Динамика высвобождения полифенолов из гелевых материалов.
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исследуемых концентраций (0.8–100 мкМ). Изуче-
ние влияния материалов на основе DfTf и TfG5 на 
жизнеспособность клеток проводили без непосред-
ственного контакта клеток с поверхностью мате-
риалов. Клетки находились в лунках 24-луночных 
планшетов, в которые были погружены вкладыши 
с проницаемой мембраной (8  мкм), покрытые 
материалами на основе коллагена и производных 
таксифолина (DfTf и TfG5). Спустя 24 ч инкубации 
оценивали жизнеспособность клеток. За время 
инкубации материалы частично деградировали, 
а продукты их распада переходили в раствор. Было 
установлено, что во всех образцах количество жи-
вых клеток соответствовало контрольным значе-
ниям. Таким образом, бесконтактного цитоток-
сического действия материалов выявлено не было.

Миграция фибробластов через материалы, по-
лученные на основе коллагена и производных так-
сифолина (DfTf и TfG5). Было обнаружено, что 
TfG5 способствует миграции клеток через мате-
риал. Увеличение доли TfG5 в материале приводит 
к увеличению числа клеток, мигрировавших через 
материал (рис. 3). DfTf при его доле в материале 
0.5% не влияет на миграцию клеток, тогда как 
увеличение доли данного полифенола в материале 
до 1.0% приводит к снижению миграции клеток 
в среднем на 55%. При доле DfTf в материале 2.5% 
клеток, мигрировавших через материал, обнару-
жено не было. За 100% принимали количество 
клеток, мигрировавших через нативный коллаген.

Для последующей оценки способности матери-
алов поддерживать адгезию клеток и возможного 
контактного цитотоксического действия были 

отобраны материалы, содержащие максимальное 
количество полифенола (2.5%).

Адгезия и распластывание фибробластов на по-
верхности полученных материалов. Было установле-
но, что в процессе культивирования контрольный 
образец (коллаген, нанесенный на поверхность 
чашки) полностью деградирует, фибробласты при-
крепляются к поверхности чашки и распластыва-
ются на ней (рис. 4). Показано, что исследуемые 
материалы подвергаются частичной деградации. 
Однако в поле зрения были обнаружены крупные 
фрагменты геля, которые в дальнейшем изучали 
с помощью конфокального микроскопа. Несмотря 
на полное отсутствие миграции клеток через ма-
териал, содержащий 2.5% DfTf, было установлено, 
что фибробласты прикрепляются к поверхности 
данного материала (рис. 4). Они имеют округлую 
форму, но сохраняют жизнеспособность. Скани-
рование образцов в разных плоскостях позволило 
обнаружить единичные мертвые клетки. Изучение 
фрагментов геля, содержащего 2.5% TfG5, мигра-
ция через который превышала в 2 раза миграцию 
через контрольный образец (коллаген), показа-
ло, что фибробласты прикрепляются к поверх-
ности данного материала и распластываются на 
ней. Сканирование образцов позволило выявить 
единичные мертвые клетки.

Таким образом, токсического действия на клет-
ки, вызванного взаимодействием с поверхностью 
исследуемых материалов, в том числе в местах 
деградации материалов, выявлено не было.

Полученные результаты говорят о том, что 
включение производных таксифолина, DfTf 
и TfG5, в состав коллагеновой матрицы позво-
ляет получать нетоксичные стабильные материалы. 
О стабилизации структуры коллагена полифе-
нольными соединениями ранее уже сообщалось 
в литературе [25, 30, 31]. Стабилизация структуры 
полипептидов полифенолами может быть обуслов-
лена как межмолекулярными взаимодействиями 
(водородные связи, гидрофобные взаимодействия) 
[27, 32], так и ковалентными связями полипептид — 
полифенол [22, 27, 33–36]. В рамках данной работы 
также установлено, что способность фибробластов 
к адгезии и распластыванию на поверхности по-
лученных материалов различна. Отличается спо-
собность клеток мигрировать через материалы, 
полученные на основе DfTf и TfG5. Таким обра-
зом, полученные данные подчеркивают влияние 
агента, стабилизирующего структуру коллагена, 
на свойства полученного материала. Показано, 
что увеличение доли DfTf в материале приводит 
к снижению миграции клеток через материал. Уве-
личение доли полифенола в материале приводит 

Рис. 3. Миграция фибробластов NIH 3T3 через 
гелевые материалы. За 100% принимали коли-
чество клеток, мигрировавших через нативный 
коллаген. * Достоверные различия по сравнению 
с контролем (коллаген), p < 0.001.
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к увеличению взаимодействий между фрагмента-
ми полифенола и аминокислотными остатками 
коллагена, изменению трехмерной архитектуры 
материала в целом, которая, как известно, влияет 
на прикрепление, распластывание и миграцию 
клеток. Важную роль в данных процессах играют 
карбоксильные группы остатков глутаминовой 
кислоты полипептида. В частности, было пока-
зано, что формирование сшивки за счет данных 
карбоксильных групп приводит к снижению при-
крепления, распластывания, миграции, а также 
выживаемости и роста клеток [24]. Согласно су-
ществующим данным, в трехспиральной структуре 
коллагена присутствуют аминокислотные остат-
ки, которые в совокупности формируют области 
взаимодействия коллагена с интегриновыми ре-
цепторами клеток. Карбоксильные группы глу-
таминовой кислоты (E) играют первостепенную 
роль в этих взаимодействиях [54, 55]. Так обла-
сти GxOGEx′ важны для взаимодействия с α1β1, 
α2β1, α10β1 и α11β1 интегриновыми рецептора-
ми. GFOGER имеет наибольшее сродство к α2β1 
и α11β1 рецепторами, тогда как GLOGEN имеет 

большее сродство к α1β1 и α10β1 рецепторам [55]. 
Первоначально мы полагали, что карбоксильная 
группа DfTf будет формировать ковалентную связь 
с аминогруппами аминокислотных остатков лизи-
на полипептидной цепи, таким образом изменяя 
и стабилизируя структуру коллагеновых воло-
кон. Мы также предполагали, что нековалентные 
взаимодействия между функциональными груп-
пами и циклическими структурами полифенола 
и аминокислотными остатками полипептида будут 
вносить свой вклад в стабилизацию материала. 
Однако данные о стабильности исследуемых ма-
териалов, полученные в ходе данной работы, гово-
рят о том, что материалы, полученные на основе 
DfTf являются более стабильными, чем материа-
лы, полученные на основе TfG5, хотя последний 
содержит в своей структуре пять карбоксильных 
групп, которые потенциально могут участвовать 
в формировании ковалентной связи полифенола 
с аминогруппами аминокислотных остатков поли-
пептида. Эти данные позволяют нам предположить, 
что, во‑первых, не все карбоксильные группы TfG5 
участвуют в формировании ковалентной связи, 

Рис. 4. Фибробласты NIH 3T3 на поверхности гелевых материалов после инкубации в течение 24 ч. а — Контроль. 
Клетки высевали на поверхность коллагеновой матрицы, не содержащей полифенол. В процессе инкубации колла-
геновая матрица деградировала, и фибробласты прикрепились к поверхности чашки. б–г — Клетки на поверхности 
гелевого материала, содержащего 2.5% DfTf (б), 2.5% TfG5 (в), 2.5% TfG5 при большем увеличении (г). Ядра кле-
ток окрашены Hoechst 33342 (синий канал) и пропидий иодидом (красный канал) для выявления мертвых клеток. 
Цитоплазма живых клеток окрашена кальцеином-AM (зеленый канал). Масштабный отрезок 50 мкм.
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и, во‑вторых, вероятно, DfTf может формировать 
дополнительные связи с коллагеном. Предполо-
жительно, отдельные гидроксильные группы DfTf 
взаимодействуют с карбоксильными группами 
аминокислотных остатков коллагена. Взаимо-
действия гидроксильных групп с карбоксильными 
группами могут быть электростатическими или же 
в результате реакции этерификации может форми-
роваться ковалентная (сложноэфирная) связь. Это 
могло бы объяснить снижение миграции клеток 
через материал при увеличении доли DfTf в нем, 
а также плохое распластывание фибробластов на 
поверхности материала с долей DfTf 2.5%. С другой 
стороны, мы не можем исключать того, что карбок-
сильные группы полипептида остаются свободны-
ми, но формирующаяся трехмерная архитектура 
материала создает неблагоприятные условия для 
дальнейшего распластывания и миграции клеток 
через него.

Примечательным является то, что увеличение 
доли TfG5, напротив, приводит к усилению мигра-
ции клеток через материал. Как уже упоминалось, 
вероятно, часть карбоксильных групп TfG5 не 
вовлечена в формирование ковалентных сшивок 
и потенциально может стабилизировать структуру 
материала за счет нековалентных взаимодействий, 
а также участвовать в формировании областей вза-
имодействия материала с клетками, способствуя 
их распластыванию и миграции через материал. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что 
модификация коллагеновых биоматериалов раз-
личными производными таксифолина позволяет 
модулировать адгезию клеток и их миграцию в ма-
териале. Полученные данные открывают новые 
направления в области регенеративной медицины 
и могут быть полезны, в частности, для разработки 
новых материалов, обеспечивающих направлен-
ную регенерацию тканей.
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New Materials Based on Collagen and Taxifolin Derivatives: Production 
and Properties
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In this work, the properties of gel materials based on collagen and derivatives of taxifolin, pentaglutarate of 
taxifolin, and conjugate of taxifolin with glyoxylic acid were studied. It was shown that the increase in the 
proportion of the polyphenols in a gel led to the decrease in the rate of degradation of the materials. The 
materials had no negative impact on the viability of NIH/3T3 cells. The cells attached to the surface of the 
materials. Moreover, it was shown that they spread to the surface of the material containing pentaglutarate 
of taxifolin. It was also found that fibroblast migrated throughout the materials. An increase in the 
proportion of conjugate of taxifolin with glyoxylic acid in a material led to a decrease in cell migration 
throughout the material, whereas an increase in the proportion of pentaglutarate of taxifolin in a material 
led to a significant increase in cell migration throughout the material. The obtained data suggest that new 
materials for regenerative medicine can be derived from collagen and taxifolin derivatives.

Keywords: taxifolin, conjugate of taxifolin with glyoxylic acid, taxifolin pentaglutarate, collagen, 
degradation, cell viability, adhesion, migration
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