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Синтез алармонов (p)ppGpp (гуанозинтетрафосфата и гуанозинпентафосфата) вносит значитель-
ный вклад в процессы торможения метаболизма бактерий, контроля над скоростью их роста, 
вирулентности, бактериальной персистенции и формирования биоплёнок. Продукцию регуля-
торных молекул (p)ppGpp осуществляют бактериальные ферменты (p)ppGpp-синтетазы супер-
семейства гомологов RelA/SpoT двух типов: длинные бифункциональные RSH-белки и малые 
алармонсинтетазы. В данной работе при помощи методов ферментативной кинетики и концен-
трационно-зависимого ингибирования исследуются детали механизма действия 4-(4,7-диметил-
1,2,3,4-тетрагидронафталин-1-ил)пентановой кислоты (ДМНП) в отношении белков RelMsm 
и RelZ, (p)ppGpp-синтетаз Mycolicibacterium smegmatis обоих типов, и белка RelMtb Mycobacterium 
tuberculosis. Обнаружена способность соединения ДМНП подавлять активность белка RelMtb. В со-
ответствии с результатами исследований ферментативной кинетики ДМНП проявляет себя как 
неконкурентный ингибитор, действующий на белки RelMsm и RelZ. Анализ молекулярного докинга 
позволил определить вероятное место связывания ДМНП – вблизи активного сайта синтетазного 
домена (p)ppGpp-синтетаз. Исследование вносит вклад в разработку нового класса соединений 
ингибиторов алармонсинтетаз, к которым относится релацин и его производные, а также из-
учаемое соединение ДМНП – синтетический аналог метаболита морских кораллов эрогоргиаена. 
В отличие от традиционных антибиотиков, ингибиторы алармонсинтетаз оказывают влияние на 
метаболические пути, связанные со строгим ответом. Хотя эти пути не являются ключевыми для 
бактерий, они регулируют формирование адаптационных механизмов. Сочетание традиционных 
антибиотиков, действующих на растущие клетки, и новых соединений, блокирующих адапта-
цию микроорганизмов, потенциально способно решить актуальные проблемы резистентности 
к антибиотикам и бактериальной персистенции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: (p)ppGpp, алармоны, микобактерии, гомологи RelA/SpoT, малые алармонсин-
тетазы, ингибиторы алармонсинтетаз.

DOI: 10.31857/S0320972524030019 EDN: WLOHBB

Принятые сокращения: ДМНП – 4-(4,7-диметил-1,2,3,4-тетрагидронафталин-1-ил)пентановая кислота; (p)ppGpp – 
гуанозинтетрафосфат и гуанозинпентафосфат; RSH – гомологи RelA/SpoT.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Механизмы адаптации бактерий способны 
противодействовать бактерицидному действию 
антибиотиков, обеспечивая выживание кле-
ток возбудителя при лечении бактериальных 
инфекций. Одним из таких механизмов является 
персистенция – способность популяции бактерий 
формировать временно нерастущую субпопуляцию 

клеток-персистеров, нечувствительную к антибио-
тикам  [1]. Клетки-персистеры переживают дей-
ствие антибиотика благодаря замедлению клеточ-
ного метаболизма. После окончания курса лечения 
антибиотиком персистеры способны возобновить 
растущий фенотип. В результате этого многие 
бактериальные инфекции, такие как туберкулёз, 
характеризуются рецидивирующим течением, свя-
занным с эндогенной реактивацией болезни [2, 3].
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Риск рецидива способствует повышению необ-
ходимой продолжительности курса антибиотико-
терапии  [4]. Исследования демонстрируют, что 
укороченный курс терапии туберкулёза ведёт к 
большей доле рецидивов  [5]. Кроме того, многие 
виды бактерий, в том числе микобактерии ту-
беркулёза, формируют биоплёнки [6]. В глубоких 
слоях биоплёнок создаются условия истощения 
питательного субстрата, что способствует замед-
лению метаболизма и формированию персистер-
ных клеток [7]. Регуляторные пути Mycobacterium 
tuberculosis, ассоциированные с образованием био-
плёнок и персистенцией, делают вклад в формиро-
вание хронической туберкулёзной инфекции [6].

Таким образом, в терапии бактериальных 
инфекций возрастает потребность в новых сред-
ствах лечения, способных к преодолению меха-
низмов адаптации бактерий. Одним из подходов 
к решению данных проблем может быть разра-
ботка соединений, воздействующих на строгий 
ответ, адаптивную реакцию бактерий на стресс, 
которая регулируется сигнальными молекулами 
алармонов гуанозинтетрафосфатом и гуанозин-
пентафосфатом ((p)ppGpp) [8]. Повышенные внут-
риклеточные концентрации алармонов (p)ppGpp 
ассоциированы с проявлениями персистенции, 
толерантности и резистентности у широкого диа-
пазона видов бактерий. Напротив, устранение 
способности продуцировать алармоны у бактерий 
приводит к потере данных фенотипов [9]. Так, но-
каутный штамм M. tuberculosis ΔrelMtb, неспособный 
к продукции (p)ppGpp, характеризуется снижен-
ной толерантностью к изониазиду, нарушением 
адаптации к голоданию [10], нарушением способ-
ности к хронической инфекции в модели мышей 
и дефектом формирования биоплёнок [11]. Приве-
дённые факты подтверждают важную роль стро-
гого ответа в формировании свойств бактерий, 
затрудняющих лечение инфекции.

Синтез и гидролиз алармонов (p)ppGpp осу-
ществляют преимущественно белки суперсемей-
ства гомологов RelA/SpoT (RSH), среди которых вы-

деляют две основные группы: длинные и короткие 
RSH (рис. 1). Длинные гомологи RelA/SpoT – группа 
в основном бифункциональных ферментов, спо-
собных как к синтезу, так и к гидролизу алармо-
нов. Короткие гомологи RelA/SpoT включают две 
подгруппы: малые алармонсинтетазы, способные 
только к синтезу алармонов, и малые алармон-
гидролазы, способные только к их гидролизу [12].

Соединения класса ингибиторов алармон-
синтетаз, такие как релацин [13] и его производ-
ные [14–16], аскорбиновая кислота [17], GSK-X9 [10], 
4-(4,7-диметил-1,2,3,4-тетрагидронафталин-1-ил)
пентановая кислота (ДМНП) [18, 19], являются пер-
спективными средствами противодействия адапта-
ционным механизмам бактерий [20]. Ингибиторы 
алармонсинтетаз подавляют (p)ppGpp-синтезирую-
щую активность ферментов суперсемейства RSH. 
Таким образом, ингибирование синтеза (p)ppGpp 
снижает клеточные процессы, индуцируемые 
алармонами, такие как вирулентность, образо-
вание биоплёнок и персистенция  [20]. В данном 
исследовании проведён анализ ферментативной 
кинетики (p)ppGpp-синтетаз Mycolicibacterium 
smegmatis RelMsm (EC 2.7.6.5 и 3.1.7.2) и RelZ (EC 
2.7.6.5) в присутствии ранее установленного ин-
гибитора алармонсинтетаз ДМНП  [18,  19]. Кроме 
того, проведён анализ подавления активности бел-
ка M. tuberculosis RelMtb (EC 2.7.6.5 и 3.1.7.2) для даль-
нейшего изучения эффектов этого ингибитора.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клонирование генов relMsm и relZ M. smeg­
matis и relMtb M. tuberculosis в экспрессионный 
вектор. Для продукции исследуемых белков 
сконструированы рекомбинантные плазмиды 
pET23b-relNTD, pET23b-relZ и pET23b-relMtb. Вставки 
кодирующих последовательностей генов ампли-
фицировали с использованием ДНК-полимеразы 
Phusion («Thermo Fisher Scientific», США) на ма-
трице лизата M. smegmatis MC2155 для генов relMsm  

Рис. 1. Доменный состав ферментов суперсемейства RSH, катализирующих синтез и гидролиз алармонов 
(p)ppGpp. Бифункциональные длинные RSH, такие как RelMsm из M. smegmatis и RelMtb из M. tuberculosis, вклю-
чают гидролазный (HYD) и синтетазный (SYN) домены в каталитической доле, а также С-терминальный регу-
ляторный домен (REG). Монофункциональные короткие RSH содержат либо гидролазный, либо синтетазный 
домен. RelZ из M. smegmatis является необычной малой алармонсинтетазой, так как содержит также домен 
РНКазы HII (HII)
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Таблица 1. Названия и последовательности праймеров для ПЦР

Название Последовательность (5′→3′)

relMsm (pET) NdeI gGGgGGTGACAcatATGGTCGACGAGCCAG

relNTD (pET) HindIII GTGAACACGAAaAgCTtCTGCGTGGCG

relZ (pET) NdeI TGGAcAtATGCACCACCCCCCGT

relZ (pET) HindIII aGCAagCTtGGCCTGCAGCTTCTCGA

relMtb (pET) NdeI acacataTGGCCGAGGACCAGCTCACGGC

relMtb (pET) HindIII tgaaagcttCGCGGCCGAGGTCACCCGGTA

relZ seq CGCCTCGACCAAAAGTGAGCT

relMtb seq GATGGCGGTATAGAGTGCTGACA
Примечание. Сайты рестрикции подчёркнуты, некомплементарные матрице нуклеотиды приведены в ниж-
нем регистре.

и relZ либо инактивированной культуры M. tuber­
culosis H37Rv для гена relMtb. Праймеры для ПЦР 
в этом исследовании синтезированы компани-
ей «Евроген» (Россия) (табл. 1). Пара праймеров, 
relMsm (pET) NdeI и relNTD (pET) HindIII, ампли-
фицирует область N-терминального домена гена 
relMsm и разработана на основе публикации Jain 
et al. [21], где описан минимальный фрагмент бел-
ка RelMsm, сохраняющий (p)ppGpp-синтетазную ак-
тивность – RelNTD. Вставка полноразмерного гена 
relZ амплифицирована с использованием прай-
меров relZ (pET) NdeI и relZ (pET) HindIII. Вставка 
кодирующей последовательности гена relMtb полу-
чена в реакции с праймерами relMtb (pET) NdeI и 
relMtb (pET) HindIII. Вставка relNTD клонирована 
напрямую в pET23b. Вставка relZ клонирована в 
промежуточный вектор pAL2 («Евроген»), вставка 
relMtb – в промежуточный вектор pTZ57R («Thermo 
Fisher Scientific») при помощи ТА-клонирования. 
Для этого к вставке добавляли адениловые концы 
в ходе реакции с Taq-полимеразой. Клонирование 
в pET23b проводили путём осаждения ДНК вставки 
этанолом, обработки вектора и вставки рестрикта-
зами NdeI и HindIII, а затем Т4 ДНК-лигазой («Thermo 
Fisher Scientific»). Наличие ожидаемых вставок в 
pET23b верифицировано ПЦР, а затем секвениро-
ванием с использованием стандартных праймеров 
T7 promoter и T7 terminator, а также с праймерами, 
специфичными средней области соответствующих 
генов: relZ seq и relMtb seq. Полученными плазми-
дами со слиянием кодирующих последовательно-
стей генов с С-терминальным 6xHisTag трансфор-
мировали штамм Escherichia coli BL21(DE3).

Продукция и очистка белков. Культуры E. coli 
BL21(DE3) с плазмидой pET23b-relNTD, pET23b-relZ 
или pET23b-relMtb выращивали в пробирках со сре-
дой LB с 50  мкг/мл ампициллина до оптической 
плотности 0,6–1,0 при 600 нм, далее хранили при 

4 °С и использовали для инокуляции в колбы. Для 
этого 2 мл культуры центрифугировали, осаждён-
ные клетки ресуспендировали и переносили в кол-
бу с 50 мл свежей среды LB с ампициллином, куль-
тивировали при 37 °С при вращении 120 об./мин. 
При достижении культурой оптической плотности 
0,3–0,6 добавляли 0,2  мМ изопропил-β-D-1-тиога-
лактопиранозид. Спустя 3–4 ч после индукции при 
30 °С культуру центрифугировали и удаляли среду. 
Клетки ресуспендировали в 1 мл буфера для бел-
ков (20 мM Tris-HCl/500 мМ NaCl, pH 7,4) и разруша-
ли при воздействии ультразвука на льду в течение 
30  с по 3  раза при амплитуде 35% с перерывами 
в 30 с, затем центрифугировали в течение 5 мин 
при 15 000 g при 4 °С для разделения растворимой 
и нерастворимой фракций. Белки очищали при 
помощи набора HisPur Ni-NTA Spin Purification Kit 
(«Thermo Fisher Scientific»). Растворимую фракцию 
белка с добавлением 5  мМ имидазола наносили 
на предварительно уравновешенную буфером для 
белков (5 мМ имидазол) центрифужную колонку с 
Ni-NTA-агарозой, инкубировали при мягком кача-
нии на льду в течение 30–60 мин для связывания 
гистидиновых меток белков с ионом никеля. Рас-
твор с несвязавшимися белками удаляли центри-
фугированием 2 мин при 700 g и 4 °С. Затем связав-
шийся белок промывали 2 мл буфера для белков 
(25  мМ имидазол). Оставшуюся фракцию белка 
смывали с колонки в 3 этапа 200 мкл буфера для 
белков (250–500  мМ имидазол). Полученные рас-
творы белков анализировали при помощи Ds-Na-
ПААГ-электpофоpеза относительно стандарта 
Precision Plus Protein Dual Xtra («Bio-Rad», США). 
Концентрацию белка оценивали при помощи 
cпектрофотометра NanoDrop 2000C («Thermo Fisher 
Scientific»). Коэффициенты экстинкции и молеку-
лярную массу белков рассчитывали при помощи 
инструмента Expasy ProtParam.
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Определение активности алармонсинтетаз. 
Реакционная смесь c белком RelNTD (35 мкл) вклю-
чала 40  мМ Tris-HCl, рН  7,4, 1  мМ дитиотреитол, 
10  мМ MgCl2, 10  мМ KCl, 27  мМ (NH4)2SO4, 5%-ный 
метанол (v/v), 0 или 600  мкМ ДМНП, 0–3000  мкМ 
GTP, 4  мМ ATP, 1–2  мкМ RelNTD (0,5  ч инкубации 
при 37 °С) [18]. Реакционная смесь с RelZ (35 мкл) 
включала 40 мМ Tris-HСl, рН 7,4, 1 мМ дитиотреи-
тол, 1 мМ MgCl2, 500 мМ NaCl, 5%-ный метанол (v/v), 
0 или 600 мкМ ДМНП, 0–4000 мкМ GDP, 4 мМ ATP, 
1–2 мкM RelZ (0,5 ч инкубации при 37 °С), согласно 
публикации Murdeshwar и Chatterji [22] с некото-
рыми модификациями. Реакции по ингибирова-
нию RelMtb в диапазоне концентраций ДМНП прово-
дили в условиях, описанных в публикации Singal 
et al.  [23] с некоторыми модификациями. В реак-
ционную смесь (70 мкл) включали 40 мМ Tris-HCl, 
рН 7,4, 1 мМ дитиотреитол, 15 мМ MgCl2, 1 мМ GTP, 
4 мМ ATP, 0,5–1 мкM RelMtb, 0 или 5%-ный метанол 
(v/v), 0–600 мкМ ДМНП (0,5 ч инкубации при 37 °С). 
Для остановки реакции к образцам добавляли 1/10 
объёма пробы 0,4 N хлорной кислоты, затем цен-
трифугировали их при 15 000 g в течение 5 мин для 
удаления преципитата. Супернатант разводили в 
4  раза в деионизированной воде. Концентрации 
нуклеотидов в образцах определяли посредством 
обращённо-фазовой высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии по методу, описанному в лите-
ратуре  [18, 24]. Хроматографический анализ про-
водили на системе LC-20A («Shimadzu», Япония), 
образцы разделяли на колонке Luna C18 (5  мкм, 
250 мм × 4,6 мм) («Phenomenex», США), подвижная 
фаза – раствор 0,5%-ного CH3CN/99,5%-ного 50 мМ 
KH2PO4, рН 4,6. Идентификацию пиков проводили 
в области спектра 254 нм на основании сравнения 
времени удержания нуклеотидов в реакционных 
смесях и в растворах нуклеотидов GTP, GDP, ATP, 
AMP («Sigma-Aldrich», США). Активность фермен-
тов (p)ppGpp-синтетаз количественно оценивали 
по изменению концентрации субстрата GTP (RelMtb) 
или продукта AMP (RelNTD, RelZ).

Анализ in silico. База данных AlphaFold (https:// 
alphafold.ebi.ac.uk/) послужила источником пред- 
сказанных трёхмерных структур (p)ppGpp-
синтетаз RelMtb (P9WHG9), RelMsm (A0QWJ6) и RelZ 
(A0R4I7). Инструмент Protein Structure Alignment 
от «Schrödinger Maestro» использовали для про-
странственного выравнивания белков-мишеней. 
Расчёты молекулярного докинга проводились 
с помощью сервера Blind Docking Server (http:// 
bio-hpc.eu/software/blind-docking-server/).

Статистический анализ. Для визуализации и 
статистической обработки данных по фермента-
тивной кинетике при помощи нелинейной регрес-
сии использовали программу GraphPad Prism 8.0. 
Выбор при сравнении моделей по уравнению Ми-
хаэлиса–Ментен или уравнению Хилла осущест-

вляли при помощи информационного критерия 
Акаике. Значимость различий в параметрах урав-
нения оценивали при помощи t-теста. При оценке 
нормальности распределения использовали кри-
терий Шапиро–Уилка. Данные графиков пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартное 
отклонение, а данные в таблице параметров урав-
нения Хилла представлены в виде среднего зна-
чения ± стандартная ошибка. Для визуализации 
и статистической обработки данных по ингиби-
рованию белка RelMtb использовали пакет Python 
Seaborn. При определении концентрации полумак-
симального ингибирования ([I]50) использовали 
расчёт по функции с 3  параметрами с помощью 
Quest Graph IC50 Calculator.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Ферментативная кинетика длинной (p)ppGpp-
синтетазы/гидролазы RelMsm. Для изучения меха-
низма ранее установленного ингибиторного дей-
ствия ДМНП  [18] проведены эксперименты по 
ферментативной кинетике N-терминального до-
мена длинной бифункциональной (p)ppGpp-синте-
тазы/гидролазы RelMsm. Данный белок RelNTD имеет 
N-терминальные гидролазный и синтетазный до-
мены, но лишён С-терминального регуляторного 
домена. Он представляет собой минимальную 
каталитически активную форму RelMsm, демон-
стрирующую повышенную (p)ppGpp-синтетазную 
активность [21].

Активность RelNTD анализировали в диапазо-
не концентраций субстрата GTP от 0 до 3000 мкМ 
при добавке 600 мкМ ДМНП в сравнении с контро-
лем без ингибитора. RelMsm катализирует (p)ppGpp- 
синтетазную реакцию, протекающую согласно урав- 
нению GTP/GDP + ATP ↔ pppGpp/ppGpp + AMP [25]. 
Cкорость реакции определяли по изменению кон-
центрации продукта AMP в реакционной смеси 
(рис. 2, а).

Результаты экспериментов по ферментатив-
ной кинетике демонстрируют способность ДМНП 
подавлять активность RelNTD (рис. 2, б). ДМНП 
способен к ингибированию очищенного N-тер-
минального домена белка RelMsm (рис. 2, в), не те-
ряя активности в отношении варианта белка без 
С-терминального домена. Таким образом, предпо-
лагаемое место связывания ДМНП локализуется в 
области синтетазного или гидролазного доменов 
RelMsm, но не в области регуляторного домена.

При помощи метода нелинейной регрессии 
произведён фиттинг уравнений зависимости ско-
рости реакции от концентрации субстрата GTP, со-
гласно уравнению Михаэлиса–Ментен и согласно 
уравнению сигмоидной кривой Хилла (рис. 2, б), 
и определены параметры функции (табл. 2, а).  



ИНГИБИРОВАНИЕ АЛАРМОНСИНТЕТАЗ МИКОБАКТЕРИЙ 387

БИОХИМИЯ том 89 вып. 3 2024

Рис. 2. Влияние ингибитора ДМНП на ферментативную кинетику (p)ppGpp-синтетаз M. smegmatis. a – Хромато-
графический анализ нуклеотидов в образцах, взятых из ферментативной реакции с RelNTD спустя: 1 – 0 ч или 
2 – 0,5 ч (детекция при 254 нМ, 1 мМ GTP, 4 мМ ATP). б – Анализ ферментативной кинетики N-терминального 
домена белка RelMsm из M. smegmatis. Приведены кривые зависимости скорости реакции (расчёт на 1 мкмоль 
белка) от концентрации субстрата GTP: 1  – в отсутствии добавки ингибитора; 2  – при добавлении 600  мкМ 
ДМНП. в – Ds-Na-ПААГ-электpофоpез очищенного фермента RelNTD. г – Хроматографический анализ нуклеоти-
дов в образцах, взятых из ферментативной реакции с RelZ спустя: 1 – 0 ч или 2 – 0,5 ч (детекция при 254 нМ, 
1  мМ GDP, 4  мМ ATP). д  –  Анализ ферментативной кинетики малой алармонсинтетазы RelZ из M.  smegmatis. 
Приведены кривые зависимости скорости реакции (расчёт на 1  мкмоль белка) от концентрации субстрата 
GDP: 1 – в отсутствии добавки ингибитора; 2 – при добавлении 600 мкМ ДМНП. е – Ds-Na-ПААГ-электpофоpез 
очищенного фермента RelZ. ж  – График Хилла для реакции с RelZ: 1  – в отсутствии добавки ингибитора;  
2 – при добавлении 600 мкМ ДМНП
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Таблица 2. Параметры уравнения в зависимости от концентрации ингибитора ДМНП

Белок RelNTD – параметры уравнения Михаэлиса–Ментен

Концентрация ДМНП, мкМ Vmax, мкмоль/мин KGTPm, мкМ R2

0 18,5 ± 2,3 1760 ± 218 0,95

600 14,2 ± 2,6 2412 ± 376 0,95

Белок RelZ – параметры уравнения Хилла

Концентрация ДМНП, мкМ Vmax, мкмоль/мин KGDP0,5, мкМ h R2

0 9,3 ± 0,7 1447 ± 172 1,8 ± 0,2 0,97

600 6,5 ± 0,9 2105 ± 310 2,2 ± 0,4 0,96

Сравнение двух моделей по информационному 
критерию Акаике продемонстрировало боль-
шее совпадение экспериментальных данных по 
RelNTD с моделью по уравнению Михаэлиса–Мен-
тен (вероятность корректности модели – 76,6% без 
добавки и 76,8% с добавкой ДМНП). Исследователи, 
ранее проводившие эксперименты по фермента-
тивной кинетике полноразмерного белка RelMsm, 
обнаружили, что данные описываются уравнени-
ем Хилла [15].

Расчёт значимости различий в параметрах в 
отсутствии и в присутствии ДМНП по t-тесту пока-
зывает, что значения максимальной скорости ре-
акции Vmax имеют статистически значимые разли-
чия (p = 0,01), в отличие от константы Михаэлиса 
KGTPm (p = 0,13). Таким образом, ДМНП является не-
конкурентным ингибитором в отношении N-тер-
минального домена длинного RSH-белка RelMsm. 
В то же время ранее в научных публикациях опи-
сывались ингибиторы алармонсинтетаз только с 
конкурентным [15] или смешанным [15, 17] типа-
ми ингибирования.

Ферментативная кинетика малой алармон-
синтетазы RelZ. Помимо длинного RSH-белка 
RelMsm, нами исследована также ферментативная 
кинетика малой алармонсинтетазы M. smegmatis 
RelZ, в отношении которой ДМНП также является 
ингибитором [19]. Монофункциональная (p)ppGpp-
синтетаза RelZ катализирует реакцию GTP/GDP/
GMP + ATP → pppGpp/ppGpp/pGpp + AMP. В качестве 
субстрата использовали GDP, к которому RelZ име-
ет большую аффинность по сравнению с GTP [25]. 
Активность RelZ анализировали в диапазоне кон-
центраций субстрата ATP от 0 до 4000 мкМ в при-
сутствии 600  мкМ ДМНП или в его отсутствии. 
Скорость реакции определяли по изменению кон-
центрации продукта AMP (рис. 2, г).

Результаты экспериментов по ферментатив-
ной кинетике RelZ демонстрируют способность 
ДМНП ингибировать очищенный фермент (рис. 2, 
д, е). Параметры кривых зависимости скорости 

реакции от концентрации субстрата также про-
считаны как для уравнения Хилла (табл. 2, б), так 
и для уравнения Михаэлиса–Ментен. Сравнение 
моделей по критерию Акаике продемонстрирова-
ло большее совпадение экспериментальных дан-
ных с моделью по уравнению Хилла (вероятность 
корректности модели – 99,7% без добавки и 99,8% 
с добавкой ДМНП). ДМНП не оказывает влияние на 
кооперативное связывание субстрата белком RelZ 
(рис. 2, ж).

Расчёт по t-тесту значимости различий в 
параметрах катализируемой RelZ реакции в при-
сутствии ДМНП или в его отсутствии (табл.  2,  б) 
демонстрирует следующие результаты: значения 
Vmax имеют статистически значимые различия 
(p = 0,02), в отличие от KGDP0,5 и коэффициента Хилла 
(p = 0,07 и p = 0,39 соответственно). Таким образом, 
ДМНП является неконкурентным ингибитором как 
в отношении длинной алармонсинтетазы RelMsm, 
так и в отношении малой алармонсинтетазы RelZ.

Анализ подавления активности RelMtb. В ре-
зультате выравнивания последовательностей ами-
нокислот белков RelMsm и RelMtb посредством BLASTp 
обнаружена высокая степень совпадений в 95%. 
Поэтому далее мы исследовали способность ДМНП 
подавлять pppGpp-синтезирующую активность 
RelMtb, основной и единственной функциональной 
(p)ppGpp-синтетазы/гидролазы M. tuberculosis [26]. 
Результаты исследования демонстрируют способ-
ность ДМНП подавлять активность RelMtb (рис. 3). 
Активность фермента снижается по мере увели-
чения концентрации ДМНП. Кроме того, актив-
ность RelMtb возрастает при добавлении 5%-ного 
метанола приблизительно на 40%. Ранее эффект 
увеличения (p)ppGpp-синтезирующей активно-
сти при добавке метанола в реакционную смесь 
обнаруживали при анализе активности RelA [27], 
RelMsm [18] и RelZ [19]. Расчёт концентрации полу-
максимального ингибирования [I]50 на основа-
нии полученных данных указывает значение в 
362  мкМ ДМНП. Таким образом, ДМНП способен 
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Рис. 3. pppGpp-Синтезирующая активность длинно-
го RSH-белка RelMtb из M. tuberculosis в диапазоне кон-
центраций ДМНП (0–600  мкМ) в 5%-ном метаноле. 
Скорость реакции оценивается по изменению кон-
центрации субстрата GTP. MetOH-  – реакция без до-
бавки метанола и ДМНП

подавлять активность фермента строгого ответа у 
микобактерии туберкулёза и потому имеет потен-
циал применения при антибиотикотерапии тубер-
кулёзной инфекции.

Молекулярный докинг ДМНП со структурами 
(p)ppGpp-синтетаз, предсказанными AlphaFold. 

Перспективным подходом к выявлению механиз-
мов действия новых соединений является сочета-
ние предсказаний структур посредством AlphaFold 
с моделированием молекулярного докинга для 
анализа взаимодействия белок-лиганд [28]. Чтобы 
установить вероятное место связывания ингиби-
тора ДМНП на поверхности (p)ppGpp-синтетаз, мы 
провели анализ с использованием молекулярного 
докинга in silico. Структуры экспериментально 
установленных белков-мишеней (RelMtb, RelMsm, 
RelZ) были получены с помощью базы данных 
предсказанных структур белков AlphaFold  [29]. 
Данные белки относятся к одному суперсемейству 
RSH [12] и потому характеризуются значительной 
долей совпадений последовательности аминокис-
лот (RelMsm с RelMtb: 95%; RelZ с RelMsm/RelMtb: 29,27%). 
Исходя из этого, было выдвинуто предположение 
об общем механизме действия ДМНП в отноше-
нии исследуемых белков. В результате простран-
ственного выравнивания трёх белков-мишеней 
идентифицированы области структурного сход-
ства. Для малой алармонсинтетазы RelZ не харак-
терны гидролазный и регуляторный домены, ко-
торые присутствуют у длинных RSH-белков RelMsm  
и RelMtb  [30]. В свою очередь, длинные RSH не 
имеют домена РНКазы HII, специфического для 
RelZ [22]. Структурное сходство было обнаружено 
в областях синтетазного домена, характерного 

Рис. 4. Пространственное выравнивание и результаты молекулярного докинга трёхмерных структур бел-
ков-мишеней M. tuberculosis RelMtb (синий), M. smegmatis RelMsm (фиолетовый) и RelZ (жёлтый), предсказанных 
AlphaFold. SYN – синтетазный домен; HYD – гидролазный домен; CTD – регуляторный C-терминальный домен; 
TGS – домен TGS; HII – домен РНКазы HII. Кластеры связывания ДМНП (зелёный): 1 – соответствующий актив-
ному сайту синтетазного домена, 2 – располагающийся вблизи активного сайта синтетазного домена
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для всех трёх белков-мишеней (рис.  4). Амино-
кислоты этих областей в трёхмерных структурах 
RelMtb, RelMsm и RelZ были изолированы и использо-
ваны для расчётов молекулярного докинга ДМНП  
ко всей выделенной поверхности белков при по-
мощи сервера Achilles Blind Docking Server [31].

По результатам расчётов выявлены вероят-
ные сайты связывания ДМНП на поверхности 
белков (рис.  4). Кластер № 1 имеет эффективные 
энергии связывания (RelMtb: −7,6 ккал/моль, RelMsm: 
−7,2 ккал/моль, RelZ : −5,4 ккал/моль) и соответству-
ет активному центру синтетазного домена (рис. 4). 
В данном кластере ДМНП характеризуется взаимо-
действиями с аминокислотами Arg242 и Tyr309 
RelMtb, которые ответственны за связывание суб-
страта GTP/GDP и модификация которых приводит 
к потере активности [26]. Однако взаимодействие 
в данном сайте не согласуется с эксперименталь-
ными данными ферментативной кинетики, указы-
вающими на неконкурентный механизм действия 
ДМНП, который не препятствует взаимодействию 
фермента с субстратом. Кластер № 2 имеет сходные 
энергии связывания (RelMtb: −6,3 ккал/моль, RelMsm: 
−6,7 ккал/моль, RelZ: −5,8 ккал/моль) и располага-
ется вблизи активного центра (p)ppGpp-синтетаз 
(рис.  4). Связывание ДМНП в данной области не 
препятствует связыванию субстрата, но может 
приводить к субоптимальной каталитической 
активности белков-мишеней, что согласуется с 
неконкурентным типом ингибирования, обнару-
женным в экспериментальных исследованиях.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы продемонстрировали 
способность ДМНП подавлять (p)ppGpp-синтези-
рующую активность микобактериальных белков 
семейства RelA/SpoT-гомологов в эксперимен-
тах с очищенными белками в условиях in  vitro. 
Ингибиторная активность ДМНП исследована не 
только в отношении длинных RSH-белков RelMsm 
из M. smegmatis (рис. 2, б) и RelMtb из M. tuberculosis 
(рис.  3), но и в отношении короткого RSH-бел-
ка  – малой алармонсинтетазы M. smegmatis RelZ 
(рис. 2, д). Несмотря на то что существование ма-
лых алармонсинтетаз было обнаружено сравни-
тельно недавно [32], уже накоплен массив данных, 
касающихся их значимой роли в метаболизме 
алармонов (p)ppGpp и в адаптивных механизмах 
у Staphylococcus aureus  [33], Vibrio cholerae  [34], а 
также многих других видов бактерий [12]. Однако 
способность соединений из класса ингибиторов 
алармонсинтетаз подавлять не только длинные,  
но и малые алармонсинтетазы до сих пор исследо-
вана недостаточно: известно лишь то, что релацин 
оказался неспособен подавлять активность малой 

алармонсинтетазы RelQ из Enterococcus faecalis [35]. 
Таким образом, экспериментальные данные о 
способности ДМНП подавлять активность малой 
алармонсинтетазы RelZ из M. smegmatis могут ука-
зывать на перспективу применения этого соеди-
нения для более полноценного подавления стро-
гого ответа видов бактерий, имеющих, помимо 
длинных RSH-белков, также и малые алармон
синтетазы.

В предыдущей работе мы исследовали актив-
ность соединения ДМНП в отношении полнораз-
мерного белка RelMsm [18], а в данной работе пока-
зана способность ДМНП подавлять активность 
RelMsm, лишённого регуляторного домена (RelNTD) 
(рис. 2, б). Тот факт, что ДМНП сохраняет свою ак
тивность в отсутствии регуляторного домена, лока-
лизует наиболее вероятное место его связывания 
в гидролазном или синтетазном домене RelMsm 
(рис. 1).

При исследовании ферментативной кине-
тики N-терминального домена RelMsm в диапазоне 
концентрации субстрата GTP было обнаружено 
соответствие данных кривой по уравнению Миха-
элиса–Ментен, в то время как ферментативная 
кинетика полноразмерного RelMsm в данных лите-
ратуры  [15] соответствовала уравнению Хилла. 
Уравнение Хилла обычно используется для описа-
ния кинетики кооперативных ферментов с алло-
стерической регуляцией. Отсутствие кооперации 
у изолированного N-терминального домена RelMsm 

указывает на ключевую роль C-терминального ре-
гуляторного домена для аллостерической регуля-
ции активности RelMsm, так как RelNTD демонстри-
рует неспособность к олигомеризации в отличие 
от полноразмерного RelMsm [21].

Алармоны связывают RelMsm в аллостериче-
ском сайте в C-терминальном домене, для кото-
рого показана способность взаимодействовать 
с pppGpp  [36]. Для RelMsm продемонстрирован 
механизм отрицательной обратной связи, когда 
pppGpp, ppGpp или pGpp подавляют его синтетиче-
скую активность [25]. Кроме того, недавние иссле-
дования обнаружили наличие аллостерического 
сайта связывания pppGpp между гидролазной и 
синтетазной областями N-терминального домена 
RelA из E. coli и Rel из Bacillus subtilis, который так-
же участвует в положительной регуляции синте-
тазной активности [37].

Малая алармонсинтетаза RelZ продемон-
стрировала сигмоидальную кинетику (рис. 2, д) 
с  h = 1,8 ± 0,2 (табл. 2, б). В растворе этот фермент 
существует в гексамерной форме, которая явля-
ется необходимой для его активности [38]. Олиго-
мерная структура RelZ может служить основой для 
кооперативного связывания. Ранее сигмоидальная 
кинетика наблюдалась также для малой алар-
монсинтетазы RelQ из S. aureus с коэффициентом 
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Хилла в диапазоне от 1,2 ± 0,3 до 2,1 ± 0,4 в зависи-
мости от субстрата и добавленного алармона [39]. 
Для RelZ описано ингибирование активности 
посредством продукта pppGpp, но не ppGpp, кото-
рый образуется при конверсии субстрата GDP [25]. 
Кроме того, для малой алармонсинтетазы SAS1 
B. subtilis показана положительная регуляция по-
средством связывания pppGpp в аллостерическом  
сайте [40].

Исследования ферментативной кинетики 
белков RelMsm и RelZ при воздействии ингиби-
тора ДМНП в диапазоне концентраций субстрата 
позволили установить его тип ингибирования 
в отношении данных белков (рис.  2, б, д). ДМНП 
характеризуется неконкурентным типом инги-
бирования в отношении обеих алармонсинтетаз, 
то есть не конкурирует с субстратами GDP и GTP 
за активный сайт синтетазного домена (табл.  2). 
Описанные в литературе ингибиторы алармон-
синтетаз, для которых проводились исследования 
ферментативной кинетики, обладают отличным 
от ДМНП типом ингибирования: конкурентный 
тип у аналога релацина AC [15], смешанный тип у 
витамина С [17] и аналога релацина AB [15].

В экспериментах по дозозависимому ингиби-
рованию in vitro установлена способность ДМНП 
подавлять активность синтеза pppGpp фермента 
RelMtb из M. tuberculosis. Соединение GSK-X9, для 
которого также установлена активность in vitro в 
отношении N-терминальной области белка RelMtb, 
демонстрирует способность снижать вызываемую 
голоданием толерантность M. tuberculosis к анти-
биотику изониазиду  [10]. Хотя ДМНП характери-
зуется менее эффективным значением концен-
трации полумаксимального ингибирования [I]50 
в  362  мкМ в сравнении с мощным ингибитором 
X9 ([I]50 = 16 мкМ), полученным в результате высо-
копроизводительного скрининга, ДМНП обладает 
более широким спектром установленных мише-
ней (p)ppGpp-синтетаз микобактерий и имеет по-
тенциал применения при разработке соединений, 
воздействующих на персистенцию бактерий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам проведённых исследований 
можно сделать вывод о том, что механизм дей-
ствия аналога эрогоргиаена ДМНП заключается в 
неконкурентном связывании (p)ppGpp-синтетаз 
микобактерий. ДМНП проявляет активность в от-
ношении длинных RSH-белков M. smegmatis RelMsm 
и M. tuberculosis RelMtb, а также короткого RSH-
белка малой алармонсинтетазы M. smegmatis RelZ, 
подавляя их (p)ppGpp-синтезирующую активность. 
Таким образом, ДМНП является представителем 
класса ингибиторов алармонсинтетаз. Данный 
класс потенциально может иметь клиническое 
значение для борьбы с рецидивирующими бакте-
риальными инфекциями, сложность лечения ко-
торых обусловлена, среди прочего, механизмами, 
ассоциированными с алармонами (p)ppGpp: пер-
систенцией бактерий, толерантностью к антибио-
тикам и способностью к образованию биоплёнок.
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methods to investigate the specific mechanism of action of DMNP involving RelMsm and RelZ proteins, 
which are (p)ppGpp synthetases in Mycolicibacterium smegmatis belonging to both types, as well as RelMtb 
protein from Mycobacterium tuberculosis. The compound DMNP has demonstrated its capability to in-
hibit the activity of the RelMtb protein. According to enzyme kinetics analysis, DMNP acts as a noncom-
petitive inhibitor targeting the RelMsm and RelZ proteins. Molecular docking analysis allowed to localize 
the DMNP binding site in proximity to the (p)ppGpp synthetase domain active site. This study advances 
the development of alarmone synthetase inhibitor class of compounds, which includes relacin and its 
derivatives, alongside the investigated compound DMNP – a synthetic analog of the marine coral metab-
olite erogorgiaene. Unlike the conventional antibiotics, alarmone synthetase inhibitors target metabolic 
pathways linked to the stringent response. Although these pathways are not essential for bacteria, they 
regulate the development of adaptation mechanisms. Combining the conventional antibiotics that target 
actively growing cells with compounds that impede bacterial adaptation may potentially address prevail-
ing challenges associated with antimicrobial resistance and bacterial persistence.

Keywords: (p)ppGpp, alarmones, mycobacteria, RelA/SpoT homologs, small alarmone synthetases, alarmone 
synthetase inhibitors
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Лиганд семейства фактора некроза опухоли, индуцирующий апоптоз (TRAIL/Apo2L), является 
многообещающим агентом для лечения острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) благодаря избира-
тельной способности индуцировать апоптотическую гибель опухолевых клеток, не повреждая 
при этом нормальные клетки. Однако возникновение резистентности у клеток ОМЛ к TRAIL огра-
ничивает его потенциал в качестве антилейкемического агента. Ранее мы выявили повышение 
устойчивости клеток ОМЛ человека ТНР-1 к TRAIL-индуцированной гибели при их липополи-
сахарид (ЛПС)-зависимой провоспалительной активации и в in vitro модели ЛПС-независимой 
провоспалительной активации – в долговременной культуре клеток высокой плотности. В этом 
исследовании мы изучали механизмы данного феномена с помощью вестерн-блот анализа, ана-
лиза ферментативной активности каспазы 3, количественной ПЦР с обратной транскрипцией 
и проточной цитометрии. Результаты показали, что повышение резистентности к TRAIL-инду-
цированной гибели у клеток ОМЛ ТНР-1 при их провоспалительной активации связано со сни-
жением поверхностной экспрессии проапоптотических рецепторов TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5, 
а также повышением содержания представителей семейства IAPs – Livin и cIAP2. Результаты этой 
статьи дают новые представления о роли воспаления в формировании устойчивости клеток ОМЛ 
к действию медиаторов противоопухолевого иммунитета, в частности TRAIL.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: острый миелоидный лейкоз, резистентность, провоспалительная клеточная 
активация, TRAIL-индуцированная клеточная гибель.

DOI: 10.31857/S0320972524030026 EDN: WLKLVV

Принятые сокращения: ВПК – клеточная культура высокой плотности; ЛПС – липополисахарид; НПК – кле-
точная культура низкой плотности; ОМЛ – острый миелоидный лейкоз; FADD – Fas-ассоциированный домен 
смерти; сFLIP  – белок, ингибирующий FADD-подобный IL-1P-превращающий фермент; IAP  – белок, ингиби
рующий апоптоз; TRAIL – цитокин семейства фактора некроза опухоли, лиганд, вызывающий апоптоз.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) занимают 
второе место по распространённости среди лей-
козов и составляют 25% из всех злокачественных 
новообразований у детей [1]. На сегодняшний день 
основным способом лечения ОМЛ остаётся химио-
терапия [1, 2]. Однако 15–30% пациентов не дости-
гают ремиссии после индукционной терапии, и 
более чем у 60% пациентов в течение первых трёх 

лет развивается рецидив [1]. Применение химио-
терапевтических препаратов также вызывает ряд 
серьёзных негативных побочных эффектов  [3]. 
Поэтому ведётся поиск новых направленных 
терапевтических подходов для лечения данного 
заболевания  [2]. Иммунный цитокин семейства 
фактора некроза опухоли, лиганд, вызывающий 
апоптоз (TRAIL), быстро привлёк внимание в ка-
честве нового терапевтического агента для лече-
ния острых форм миелоидного лейкоза благодаря 
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способности избирательно вызывать гибель опу-
холевых клеток, не вызывая цитотоксичности 
in vivo  [4, 5]. В доклинических исследованиях 
была показана потенциальная терапевтическая 
эффективность препаратов на основе TRAIL [4, 5]. 
Однако, как и для большинства противоопухоле-
вых препаратов, устойчивость к TRAIL-индуци-
рованной гибели ограничивает его клиническую 
эффективность  [4, 5]. Поэтому исследование кле-
точных и молекулярных механизмов, опосредую-
щих устойчивость к цитотоксическому действию 
TRAIL, является актуальным на сегодняшний день. 
Приобретение устойчивости клеток ОМЛ к TRAIL-
индуцированной гибели может быть опосредовано 
как подавлением внутриклеточных TRAIL-зависи-
мых проапоптотических сигнальных путей [5, 6], 
так и нарушением экспрессии TRAIL-рецепторов 
на клеточной поверхности, включая потерю ре-
цепторов DR4 и DR5, или увеличением количества 
рецепторов-ловушек DcR1 и DcR2  [5, 7]. В своих 
ранних работах мы продемонстрировали повы-
шение устойчивости клеток ОМЛ к TRAIL-индуци-
рованной гибели при их липополисахарид (ЛПС)-
зависимой провоспалительной активации и в 
in vitro модели ЛПС-независимой провоспалитель-
ной активации – в долговременной культуре кле-
ток высокой плотности (ВПК) [8, 9]. Известно, что 
нарушение регуляции гуморальных медиаторов 
воспаления (цитокинов, хемокинов и ростовых 
факторов) при ОМЛ может создавать микроокру-
жение, активирующее пролиферацию, выживае-
мость и лекарственную устойчивость лейкозных 
клеток [10]. Также хорошо известно, что провоспа-
лительные цитокины и ростовые факторы могут 
повышать устойчивость клеток ОМЛ к клеточ-
ной гибели за счёт активации воспалительных 
сигнальных путей, регулирующих внутриклеточ-
ное содержание антиапоптотических белков [11].  
В то же время механизмы резистентности клеток 
ОМЛ к TRAIL-индуцированной гибели, опосредо-
ванные воспалением, остаются неизвестными. 
В данной работе мы выявили, что провоспалитель-
ная активация клеток ОМЛ может приводить к 
снижению количества проапоптотических TRAIL-
рецепторов на их поверхности и препятствовать 
активации внутриклеточного проапоптотического 
сигнального пути TRAIL.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белка izTRAIL. Для получения рас-
творимой тримерной формы белка izTRAIL был 
синтезирован мотив изолейциновой застёжки и 
ген TRAIL  [12, 13], который в дальнейшем клони-
ровали в плазмидном векторе pET101 («Novagen», 
США). Полученным геном трансформировали 

штамм Escherichia coli BL21(DE3), и методом мик-
робного синтеза с последующей очисткой металл-
аффинной хроматографией получали тример-
ную форму izTRAIL с молекулярной массой около 
80 кДа, согласно методу Fadeev et al. [14].

Культура клеток и условия культивирова-
ния. В работе использовали клетки ОМЛ чело-
века линии ТНР-1, полученные из Американской 
коллекции типовых клеточных культур (ATCC, 
США). Клетки культивировали в питательной 
среде RPMI-1640 («Sigma-Aldrich», США) с добавле-
нием 10%-ной эмбриональной бычьей сыворотки 
(«Gibco», США), содержащей 40 мкг/мл гентамици-
на сульфата («Sigma-Aldrich»), при 37 °C и 5% CO2 
в газовой фазе. Клетки высевали в количестве 
5·103 в 100 мкл питательной среды в лунки U-об-
разного 96-луночного культурального планшета. 
Через 1  сутки после посева количество клеток в 
лунке увеличивалось до 1·104 (1·105 кл./мл), и мы 
использовали их как культуры низкой плотно-
сти (далее ТНР-1НПК). Через 5 суток культивиро-
вания без смены питательной среды количество 
клеток в лунке вырастало до 1·105 (1·106  кл./мл), 
формируя трёхмерный многоклеточный агре-
гат – высокоплотную клеточную культуру (далее 
ТНР-1ВПК). Для активации провоспалительного 
фенотипа (THP-1ЛПС) клетки THP-1 культивиро-
вали в среде RPMI-1640 с добавлением 10%-ной 
эмбриональной бычьей сыворотки в присутствии 
10 мкг/мл ЛПС из E. coli O111:B4 («Sigma-Aldrich») в 
течение 24 ч [5, 9].

Оценка цитотоксического действия белка 
izTRAIL проводилась по отношению количества 
живых клеток в опытных и контрольных (без 
добавления izTRAIL) культурах через 1, 2, 4, 8 и 
24  ч после добавления izTRAIL. Количество жи-
вых клеток после инкубации с izTRAIL оценивали 
по интенсивности восстановления резазурина 
(«Sigma-Aldrich»). Для этого к клеткам добавляли 
резазурин (30  мкг/мл), инкубировали с красите-
лем в течение 4 ч при 37 °С и 5% СО2 в инкубаторе 
и измеряли интенсивность флуоресценции при 
длине волны возбуждения 532 нм и длине волны 
испускания 590  нм с использованием планшет-
ного спектрофлуориметра Infinite F200 («Tecan», 
Швейцария) [5, 9].

Вестерн-блот анализ. Для получения клеточ-
ного лизата использовали буферный раствор RIPA 
(«Santa Cruz Biotechnology», США). Электрофоре-
тическое разделение белка проводили в 12%-ном 
полиакриламидном геле с помощью камеры 
Mini-Protean Tetra cell и источника тока PowerPac 
Universal Power Supply («Bio-Rad», США). Перенос на 
0,2 мкм нитроцеллюлозные мембраны («Bio-Rad») 
проводили при помощи системы переноса Trans-
Blot Turbo, используя набор реагентов Trans-Blot 
Turbo Transfer Kit («Bio-Rad»), согласно инструкции 
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производителя. Блокирование неспецифического 
связывания мембран проводили в 3%-ном рас-
творе БСА в 0,1%-ном Tris-буферном физиологиче-
ском растворе с полисорбатом 20 (TBST). Окраска 
первичными антителами проводилась в течение 
ночи при температуре +4 °C. После проводили 
окраску вторичными антителами в течение часа 
при комнатной температуре. Хемилюминесцент-
ную детекцию блотов проводили гель-документа-
тором ChemiDoc MP («Bio-Rad») с использованием 
субстрата Clarity Western ECL Substrate («Bio-Rad»). 
Для анализа использовали следующие первичные 
антитела: FLIP, Caspase-8 («Enzo», США); GAPDH, 
FADD («Santa Cruz»); BID («Cell Signaling Technology», 
США); вторичные антитела: Goat Anti-Rabbit IgG 
(H+L)-HRP Conjugate («Bio-Rad»), Anti-mouse IgG 
HRP-linked («Santa Cruz»). Количественный анализ 
интенсивности белковых полос проводили с помо-
щью денситометрии, с использованием программ-
ного обеспечения Image Lab 6.0 («Bio-Rad»).

Анализ поверхностной экспрессии рецепто-
ров к TRAIL. Для анализа поверхностной экспрес-
сии рецепторов к TRAIL клетки отмывали в буфере 
Cell Staining Buffer («BioLegend», США). Окрашива-
ние проводили с использованием моноклональ-
ных антител κ APC anti-human CD261 (TRAIL-R1, 
DR4), PE anti-human CD262 (TRAIL-R2, DR5), ALEXA 
Fluor 647 anti-human CD263 (TRAIL-R3, DcR1), PE anti-

human CD264 (TRAIL-R4, DcR2) («BioLegend»). Для 
оценки возможности неспецифического связы-
вания антител клетки окрашивали антителами 
APC Mouse IgG1 κ isotype Ctrl, FITC Mouse IgG1 κ 
isotype Ctrl, PE Mouse IgG1 κ isotype, PE Mouse IgG2a 
κ isotype, APC Mouse IgG2a κ isotype («BioLegend»). 
Окрашивание проводилось в течение 30 мин при 
комнатной температуре в темноте с последующей 
фиксацией 2%-ным раствором параформальдеги-
да. Анализ проводили методом проточной цито-
метрии на приборе BD Accuri C6 («BD Bioscience», 
США). В каждом эксперименте анализировали 
30 000 событий. Гистограммы экспрессии рецеп-
торов к TRAIL строили с помощью программного 
обеспечения FlowJo v10 («BD Bioscience»).

Анализ ферментативной активности кас-
пазы 3 проводили с помощью коммерческого 
набора Caspase-3 Activity Assay Kit («Cell Signaling 
Technology»), следуя рекомендациям производи-
теля, на планшетном спектрофлуориметре Infinite 
F200 («Tecan»).

Анализ содержания cleaved PARP1/2. Для 
анализа экспрессии неактивной формы поли(ADP-
рибоза)-полимеразы cleaved PARP1/2 (Asp214) 
клетки отмывали в буфере Cell Staining Buffer, по-
сле чего инкубировали в течение ночи при тем-
пературе −20 °C в буфере True-Phos™ Perm Buffer 
(«BioLegend»). Окрашивание проводили в буфере 

Таблица 1. Характеристика используемых в работе праймеров мРНК для проведения ПЦР в реальном времени

№ Название Последовательность (5′ → 3′) Tm, °C Длина продукта (bp)

1
NAIP F GGGGACTTCGTCTGGGATTC 59,82

127
NAIP R CTGGCCAGTGGAAGGAAAGT 59,89

2
BIRC2 F CTGATTCCCGGCTCTGCG 60,59

133
BIRC2 R AGCACGAGCAAGACTCCTTT 59,61

3
BIRC3 F TCCATGGGTTCAACATGCCA 59,89

140
BIRC3 R CTCCTGGGCTGTCTGATGTG 60,11

4
XIAP F TGGCGCTCATCGAGGGA 60,43

113
XIAP R TGTCTGCAGGTACACAAGTTTTAG 59,19

5
BIRC5 F TTCAAGGAGCTGGAAGGCTG 59,96

141
BIRC5 R GCAACCGGACGAATGCTTTT 60,04

6
BIRC6 F AGAAAGGGATGATGCAAGTACG 58,46

122
BIRC6 R CTACCTGGGCTGCTGAACTC 60,11

7
BIRC7 F GGCCTCCTTCTATGACTGGC 59,89

109
BIRC7 R GCAGAAGAAGCACCTCACCT 59,96

8
BIRC8 F GGAGAGGAAAAGCGTTGTGC 59,76

128
BIRC8 R TCTTCACTATGCATGGCGGG 60,18
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Cell Staining Buffer с использованием монокло-
нального антитела PE anti-human cleaved PARP1/2 
(Asp214) («BioLegend»). Для оценки неспецифиче-
ского связывания клетки окрашивали контроль-
ным антителом PE Mouse IgG1 κ изотипа Ctrl. Окра-
шивание проводили при комнатной температуре 
в темноте в течение 30  мин. Анализ экспрессии 
проводили с использованием проточного цито-
метра BD Accuri C6.

Количественная ПЦР с обратной транскрип-
цией. Праймеры мРНК для выбранных генов NAIP, 
BIRC2, BIRC3, XIAP, BIRC5, BIRC6, BIRC7, BIRC8 были 
сконструированы с использованием программ-
ного обеспечения Primer-BLAST (National Library of 
Medicine, США) с учтёнными параметрами вклю-
чения интрона и допуска вариантов альтернатив-
ного сплайсинга. Последовательности праймеров 
приведены в табл.  1. Выделение тотальной РНК 
проводили с использованием набора innuPREP 
RNA Mini Kit  2.0 («Analytik Jena», Германия). Для 
постановки реакции обратной транскрипции ис-
пользовали набор реактивов для синтеза кДНК 
на матрице РНК MMLV RT («Евроген, Россия»). 
Общую реакционную смесь инкубировали 30 мин 
при 38 °C в амплификаторе Bio-Rad C1000 Thermal 
Cycler («Bio-Rad»). Синтез и амплификацию кДНК 
проводили с использованием набора OneTube 
RT-PCR SYBR («Евроген») на приборе QuantStudio 5 
Real-Time PCR («Thermo Fisher Scientific», США) и 
программного обеспечения QuantStudio™ Design & 
Analysis Software v1.5.2 («Thermo Fisher Scientific»). 
Уровни экспрессии были количественно определе-
ны путём измерения значений порога цикла (Ct) 
и нормализованы к β-актину (ACTB) и гену, коди-
рующему субъединицу А сукцинатдегидрогеназы 
(SADH). Для измерения изменения экспрессии ге-
нов использовали веб-сервис RT2 Profiler PCR Data 
Analysis («Quagen», Нидерланды) и подсчитывали 
fold change в каждом образце по сравнению с кон-
трольной группой. Различия при р  <  0,05 счита-
лись значимыми.

Статистический анализ. Результаты пред-
ставляли в виде среднего ± стандартное отклоне-
ние (M ± SD). Опыты проводили не менее чем в 
трёх повторах (n ≥ 3). Статистическую значимость 
отличия определяли с помощью одностороннего 
ANOVA с последующим множественным сравне-
нием Холма–Сидака, р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Повышение TRAIL-резистентности клеток 
ТНР-1ВПК и ТНР-1ЛПС сопровождается сниже-
нием поверхностной экспрессии рецепторов 
DR4 и DR5. Клетки ОМЛ человека линии ТНР-1, 
культивируемые в условиях высокой плотности 

(ТНР-1ВПК), низкой плотности (ТНР-1НПК) и обра-
ботанные в течение 24 ч 10 мкг/мл липополисаха-
рида (далее ТНР-1ЛПС), подвергали воздействию 
100  нг/мл izTRAIL в течение 0, 1, 2, 4, 8 и 24  ч.  
Из рис. 1 видно, что клетки ТНР-1ВПК и ТНР-1ЛПС 
были гораздо устойчивее к действию izTRAIL 
по сравнению с клетками ТНР-1НПК. Так, число 
живых клеток ТНР-1ВПК и ТНР-1НПК после 24  ч 
инкубации со 100 нг/мл izTRAIL составляло более 
80%, в свою очередь, клеток ТНР-1НПК  – менее 
10%, что согласуется с ранее полученными нами 
результатами  [8,  9]. Стоит отметить, что в своих 
предыдущих работах мы показали, что в клетках 
ТНР-1, культивируемых в условиях ВПК, происхо-
дит активация ряда воспалительных сигнальных 
путей, регулируемых транскрипционным ядер-
ным фактором каппа-Би (NF-κB), а также клетки 
приобретают фенотипические черты, характерные 
для воспалительной клеточной активации [8, 9].

Далее в работе мы рассмотрели активность 
ключевых белков-участников TRAIL-зависимого 
проапоптотического сигнального пути, которые 
могут регулировать чувствительность опухолевых 
клеток к действию TRAIL. Одной из основных при-
чин повышения устойчивости к TRAIL-опосредо-
ванной гибели принято считать снижение экспрес-
сии проапоптотических рецепторов к TRAIL DR4 
(TRAIL-R1) и DR5 (TRAIL-R2), а также увеличение 
экспрессии рецепторов-ловушек для TRAIL – DcR1 
(TRAIL-R3) и DcR2 (TRAIL-R4)  – на внешней кле-
точной мембране  [5, 7, 15, 16]. Поэтому мы иссле-
довали экспрессию данных рецепторов на внеш-
ней клеточной мембране у клеток THP-1ВПК и 
THP-1ЛПС. Анализ экспрессии проапоптотических 
рецепторов TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5 показал 
снижение числа клеток, несущих TRAIL-R1/DR4,  

Рис. 1. Жизнеспособность клеток ТНР-1НПК, ТНР-1ВПК 
и ТНР-1ЛПС после инкубации со 100  нг/мл izTRAIL в 
течение 1, 2, 4, 8 и 24  ч. Данные приведены в виде 
среднего значения ± SD (n ≥ 5). * р < 0,05 в сравнении c 
клетками THP-1 НПК
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Рис. 2. Поверхностная экспрессия рецепторов к TRAIL у клеток ТНР-1НПК, THP-1ВПК и THP-1ЛПС. а – Число кле-
ток в популяции THP-1ВПК и THP-1ЛПС, несущих проапоптотические рецепторы TRAIL-R1/DR4 или TRAIL-R2/
DR5, в сравнении с клетками ТНР-1НПК. б  – Средняя интенсивность флуоресценции (СИФ) антител APC anti-
human CD261 (DR4) и PE anti-human CD262 (DR5) в клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС, несущих проапоптотические 
рецепторы TRAIL-R1/DR4 или TRAIL-R2/DR5, в сравнении с клетками ТНР-1НПК. в  –  Гистограммы экспрессии 
антиапоптотических рецепторов TRAIL-R3/DсR1 и TRAIL-R4/DсR2 на поверхности клеток ТНР-1НПК, THP-1ВПК 
и THP-1ЛПС. Isotype  – контроль изотипа антител. По оси ординат представлено число анализируемых собы-
тий. Данные приведены в виде среднего значения ± SD (n ≥ 5). * р < 0,05 в сравнении c клетками THP-1 НПК

с 60 ± 2 до 31 ± 8 и 41 ± 2%, а также снижение числа 
клеток, несущих TRAIL-R2/DR5, с 80 ± 6 до 61 ± 2 и 
40 ± 3% в культуре THP-1ВПК и ТНР-1ЛПС соответ-
ственно (рис. 2, а, б).

Также для клеток ТНР-1ВПК было выявлено 
снижение поверхностной экспрессии рецептора 
TRAIL-R1/DR4 (рис. 2, а, б). Далее мы обнаружи-
ли отсутствие антиапоптотических рецепторов 
TRAIL-R3/DcR1 и TRAIL-R4/DcR2 на поверхности как 
чувствительных к действию TRAIL клеток ТНР-1 в 
НПК, так и TRAIL-резистентных клеток THP-1ВПК и 
ТНР-1ЛПС (рис. 2, в).

Активация внутриклеточного TRAIL-зави-
симого проапоптотического сигнального пути 
полностью подавляется в TRAIL-резистентных 
клетках THP-1ЛПС, но не THP-1ВПК. Другой, не 
менее важной причиной повышения устойчиво-
сти клеток ОМЛ к TRAIL-индуцированной гибели 

может являться подавление внутриклеточных 
TRAIL-зависимых проапоптотических сигналь-
ных путей [6]. Известно, что взаимодействие ли-
ганда TRAIL с проапоптотическими рецепторами 
TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5 на внешней мем-
бране клетки приводит к запуску внешнего пути 
апоптоза [17, 18, 19–21]. Ключевым событием про-
цесса индукции и реализации TRAIL-индуцирован-
ной гибели является связывание лиганда TRAIL с 
рецептором, что приводит к тримеризации рецеп-
торов, присоединению к рецептору адаптерного 
белка FADD (Fas-ассоциированный домен смерти) 
и прокаспазы 8 и формированию многокомпонент-
ного сигнального комплекса DISC, на базе которого 
происходит автокаталитический протеолиз неак-
тивной прокаспазы 8 в активную инициаторную 
каспазу [20–22]. Далее каспаза 8 инициирует про-
теолитическую конверсию цитозольного белка Bid 
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Рис. 3. Анализ активации внутриклеточного TRAIL-зависимого проапоптотического сигнального пути в 
TRAIL-резистентных клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС. Содержание белков FADD (а), cFLIP (б) и прокаспазы 8 (в) 
в клетках THP-1ВПК (1  столбец), THP-1НПК (2  столбец) и THP-1ЛПС (3  столбец) относительно референсного 
белка GAPDH. Содержание белков каспазы  8  (г) и tBid  (д) в клетках THP-1ВПК (1  столбец), THP-1НПК (2  стол-
бец) и THP-1ЛПС (3  столбец) до и после 1 и 2  ч обработки 100  нМ izTRAIL относительно референсного белка 
GAPDH. Cредняя интенсивность флуоресценции (СИФ) AMC  (е) и число клеток, содержащих cleaved PARP1/2 
(Asp214) (ж), в популяции ТНР-1НПК, THP-1ВПК и ТНР-1ЛПС до и после 1, 2, 4 и 8 ч обработки 100 нг/мл izTRAIL 
относительно референсного белка GAPDH. Данные приведены в виде среднего значения ± SD (n ≥ 5). * р < 0,05 
в сравнении c клетками THP-1 в НПК

в усечённую форму – tBid, которая связывается с 
белками BAX и BAK, индуцируя тем самым выход 
из межмембранного пространства митохондрии 
ряда проапоптотических факторов и активации 
эффекторных каспаз  3/7  [21,  23]. В свою очередь, 
антиапоптотический белок cFLIP может подавлять 
передачу проапоптотического TRAIL-сигнального 
пути  [23]. Показано, что в большинстве случаев 
при злокачественных новообразованиях cFLIP 
гиперэкспрессирован [21, 23]. Таким образом, из-
менение содержания белков FADD, cFLIP, прокас-
пазы  8 и Bid, а также активной каспазы  8 и tBid 

может регулировать чувствительность опухоле-
вых клеток к действию TRAIL. В связи с этим далее 
в работе мы проводили исследование активации 
внутриклеточного TRAIL-зависимого проапопто-
тического сигнального пути, для чего определяли 
содержание белков FADD, cFLIP, каспазы 8, tBid в 
резистентных клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС в 
сравнении с чувствительными к действию TRAIL 
клетками ТНР-1НПК.

Из рис.  3 видно, что в TRAIL-резистентных 
клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС наблюдается не-
большое снижение содержания адаптерного белка 
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FADD (р ≤ 0,05) и длинной изоформы cFLIP – cFLIPL 
(р ≤ 0,05), не препятствующей аутокатализу каспа-
зы 8 [24, 25], и не изменяется содержание прокас-
пазы 8 по сравнению с клетками ТНР-1НПК, чув-
ствительными к действию TRAIL.

Далее мы выявили, что после 2  ч обработки 
100 нг/мл izTRAIL содержание активной каспазы 8 
(p18) в клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС было ниже 
по сравнению с клетками ТНР-1НПК (р ≤ 0,05 для 
всех клеточных вариантов). В то же время после 
2  ч обработки 100  нг/мл izTRAIL наличие tBid 
было характерно только для клеток ТНР-1НПК и 
ТНР-1ВПК, но не ТНР-1ЛПС (рис. 3, г, д). Поскольку 
мы обнаружили, что повышение устойчивости 
клеток ОМЛ ТНР-1ВПК сопровождалось увели-
чением содержания в них проапоптотического 
белка tBid, который опосредует пермеабилизацию 
митохондриальной мембраны, выход из межмем-
бранного пространства митохондрии ряда проапоп
тотических факторов и активацию эффекторных 
каспаз [21, 26], далее мы провели определение фер-
ментативной активности каспазы 3, а также опре-
деление содержания cleaved PARP-1 в резистент-
ных клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС в сравнении 
с чувствительными к действию TRAIL клетками 
ТНР-1НПК. Ферментативную активность каспазы 3 
оценивали по накоплению флуорогенного AMC, 
который высвобождается из Ac-DEVD-AMC при рас-
щеплении каспазой 3.

Показано, что после инкубации со 100  нг/мл 
izTRAIL ферментативная активность каспазы  3 
была существенно ниже в клетках THP-1ВПК 
по сравнению с клетками ТНР-1НПК (рис. 3,  е). 
Далее, мы обнаружили, что после обработки  
100  нг/мл izTRAIL число клеток, содержащих не-
активную форму поли(ADP-рибоза)-полимеразы 
cleaved PARP1/2 (Asp214), основного маркера апоп-
тоза, среди TRAIL-резистентных клеток ТНР-1ВПК 
было значительно ниже в сравнении c клетками 
THP-1НПК (рис. 3, ж). Мы не обнаружили cleaved 
PARP1/2 (Asp214) и изменений в ферментативной 
активности каспазы 3 в клетках ТНР-1ЛПС после 
инкубации со 100 нг/мл izTRAIL (рис. 3, е, ж), что 
согласуется с представленными выше результата-
ми о содержании в них проапоптотического белка  
tBid после инкубации со 100 нг/мл izTRAIL (рис. 3, д).

В TRAIL-резистентных клетках ТНР-1ВПК и 
ТНР-1ЛПС повышается экспрессия представите-
лей семейства IAPs (IAP – белок, ингибирующий 
апоптоз). Хорошо известно, что активная каспа-
за 8 может индуцировать апоптотический каскад 
как за счёт прямого процессинга эффекторных 
каспаз 3/7, так и опосредованно, через tBid-зависи-
мую сборку апоптосомы с активацией каспазы 9 
и последующим процессингом каспаз 3/7  [21, 27].  
В связи с тем, что при инкубации с izTRAIL у TRAIL-
резистентных клеток THP-1ВПК происходила акти-

вация каспазы 8 и образование tBid, но не повы-
шение активности каспазы 3, а у клеток THP-1ЛПС, 
в свою очередь, происходила активация каспазы 8, 
но не образовывался tBid и не повышалась актив-
ность каспазы 3, мы предположили, что данный 
эффект может быть связан с непосредственным 
ингибированием как активности каспаз 8 и 3, так 
и сборки апоптосомы. Главными внутриклеточ-
ными ингибиторами панкаспазной активности 
являются белки семейства IAP (BIRC), образующие 
комплексы с каспазами с последующей их протео-
сомальной деградацией  [27,  28]. Поэтому мы ис-
следовали уровень экспрессии генов всех белков 
семейства IAPs в резистентных клетках THP-1ВПК 
и THP-1ЛПС в сравнении с чувствительными к дей-
ствию TRAIL клетками ТНР-1НПК.

Было показано, что в TRAIL-резистентных 
клетках THP-1ВПК достоверно (p ≤ 0,05) в 4,8 ± 
± 1,5  раза повышался уровень экспрессии гена 
белка ML-IAP/livin, ингибитора каспаз 3, 7 и 9 [27, 
28, 29], в клетках THP-1ЛПС в 42,3 ± 2,5 раза повы-
шался уровень экспрессии гена белка cIAP2, инги-
битора каспаз 3, 7, 8 и 10 [24, 28, 30], относительно 
клеток ТНР-1НПК, чувствительных к действию 
TRAIL (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цитокин TRAIL – мембранно-связанный белок 
семейства фактора некроза опухоли (ФНО), пред-
ставленный на внешней клеточной мембране 
цитотоксических T-клеток, NK-клеток и миелоид-
ных дендритных клеток. Данный белок является 
одним из главных молекулярных эффекторов  

Рис. 4. Уровень экспрессии мРНК генов белков се-
мейства IAPs (BIRC) в клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС 
в  сравнении с клетками THP-1НПК. Данные приве-
дены в виде среднего значения  ±  SD (n  ≥  5). * р < 0,05 
в сравнении c клетками THP-1 в НПК
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противоопухолевого иммунитета и индуцирует 
селективный рецептор-опосредованный апоптоз 
трансформированных клеток, связываясь с мем-
бранными рецепторами DR4 и DR5  [17, 31]. Из-за 
своей способности специфически вызывать гибель 
у опухолевых клеток, не затрагивая нормальные, 
TRAIL вызвал восторженный интерес во всём 
мире в качестве потенциальной терапии онко-
логических заболеваний, включая ОМЛ  [32,  33]. 
Однако клинические исследования, основанные 
на использовании рекомбинантных человеческих 
белков TRAIL или агонистических моноклональ-
ных антител против рецепторов к TRAIL (DR4/5), 
не продемонстрировали клиническую эффектив-
ность даже в сочетании с традиционной химиоте-
рапией [32–34], что значительно снизило интерес 
к использованию TRAIL в терапии злокачествен-
ных новообразований. За последнее десятилетие 
исследования показали, что только небольшая 
часть опухолевых клеток чувствительна к TRAIL, в 
то время как большинство клеток опухолей устой-
чивы к этому белку, что ограничивает потенциал 
терапии злокачественных новообразований на 
его основе [21]. Ранее мы обнаружили повышение 
устойчивости клеток ОМЛ к действию TRAIL при 
их провоспалительной активации в двух моделях: 
в in  vitro модели ЛПС-независимой провоспали-
тельной активации – в долговременной культуре 
клеток высокой плотности (ТНР-1ВПК) – и при их 
ЛПС-зависимой провоспалительной активации 
(THP-1ЛПС) [8, 9]. Интерес к данным in vitro моде-
лям обусловлен в первую очередь тем, что в науч-
ном поле появляется всё больше данных, предпо-
лагающих важную роль воспаления не только в 
возникновении и развитии злокачественных но-
вообразований, но и в возникновении и/или повы-
шении лекарственной устойчивости и резистент-
ности опухолевых клеток к действию медиаторов 
противоопухолевого иммунитета [9, 35–39]. Однако 
вопрос о механизмах данного феномена остаётся 
открытым.

Наши результаты показывают, что при про-
воспалительной активации клеток ОМЛ повыше-
ние их устойчивости к действию TRAIL в in vitro 
модели ЛПС-независимой провоспалительной ак-
тивации – в долговременной культуре клеток вы-
сокой плотности (ТНР-1ВПК) – и при их ЛПС-зави-
симой провоспалительной активации (THP-1ЛПС) 
сопровождается снижением поверхностной экс-
прессии проапоптотических TRAIL-рецепторов 
DR4/5 и содержания внутриклеточного проапопто-
тического адаптерного белка FADD, а также сниже-
нием содержания активной длинной изоформы 
проапоптотического белка cFLIPL. Как уже было 
отмечено выше, снижение экспрессии проапопто-
тических рецепторов к TRAIL DR4 (TRAIL-R1) и DR5 
(TRAIL-R2) на внешней клеточной мембране [5, 7], 

а также изменение содержания белка FADD мо-
гут регулировать чувствительность опухолевых 
клеток к действию TRAIL  [40]. В то же время мы 
выявили и различия в активации проапопто-
тического TRAIL-индуцированного сигнального 
пути между клетками THP-1ВПК и THP-1ЛПС. Так, 
в TRAIL-резистентных клетках ТНР-1ВПК, в отли-
чие от клеток THP-1ЛПС, при инкубации с izTRAIL 
инициировалось образование активной каспазы 8 
и активатора сборки апоптосомы  – укороченной 
формы tBid. Однако мы обнаружили в клетках 
THP-1ВПК незначительное повышение TRAIL-инду-
цированной активности эффекторных каспаз 3/7 и 
накопления белка cPARP в сравнении с TRAIL-чув-
ствительными клетками ТНР-1НПК, что свидетель-
ствует о слабом развитии TRAIL-индуцированного 
апоптоза. Мы связываем это с увеличением экс-
прессии ингибитора эффекторных каспаз – белка 
Livin, и ингибитора выхода цитохрома c и сборки 
апоптосомы – белка Bcl-2, повышение содержания 
которого в клетках THP-1ВПК было показано ра-
нее [9]. В случае с клетками, обработанными ЛПС, 
ингибирование TRAIL-индуцированного апоптоза 
может происходить на начальном этапе, путём 
блокирования активации инициаторных кас-
паз 8/10, за счёт многократно возросшей экспрес-
сии cIAP2, что согласуется с результатами других 
исследовательских групп  [41, 42]. Стоит подчерк-
нуть, что экспрессия Livin, Bcl-2 и cIAP2 находится 
под транскрипционным контролем ядерного фак-
тора NF-κB  [43–47], активация которого в клет-
ках THP-1ВПК и THP-1ЛПС нами была показана 
ранее [9].

Результаты представленной работы дают 
новые представления о роли воспаления и кле-
точного микроокружения в формировании устой-
чивости клеток ОМЛ к действию медиаторов про-
тивоопухолевого иммунитета, в частности TRAIL. 
Полученные результаты представляют интерес 
для понимания молекулярных механизмов укло-
нения опухолевых клеток от иммунного надзора, а 
также показывают принципиальную возможность 
коррекции устойчивости опухолевых клеток к ме-
диаторам противоопухолевого иммунитета.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование механизмов резистентности 
клеток ОМЛ к гибели, индуцированной действи-
ем эффекторов противоопухолевого иммунитета, 
остаётся крайне актуальной задачей. В настоящей 
работе показан новый возможный механизм укло-
нения клеток ОМЛ от молекулярного эффектора 
противоопухолевого иммунитета цитокина TRAIL 
при использовании in vitro моделей. Данный ме-
ханизм основан на провоспалительной клеточной 
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активации и реализуется через снижение экспрес-
сии на клеточной поверхности проапоптотиче-
ских рецепторов TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5 и 
повышение содержания антиапоптотических фак-
торов Livin и cIAP2.
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Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL/Apo2L) is a promising agent for the 
treatment of AML due to its specific apoptosis-inducing effect on tumor cells but not normal cells. 
However, the emergence of resistance in AML cells to TRAIL limits its potential as an antileukemic agent. 
Previously, we revealed an increase in the resistance of human AML THP-1 cells to TRAIL-induced death 
during their LPS-dependent proinflammatory activation and in an in vitro model of LPS-independent 
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Ионные жидкости (ИЖ) – органические соли с низкой температурой плавления, которая обуслов-
лена тем, что боковые алкильные цепи, химически связанные с ионом, затрудняют кристаллиза-
цию ИЖ. Низкая температура плавления ИЖ привела к их широкому использованию в качестве 
относительно безвредных растворителей. Однако ИЖ обладают токсическими свойствами, меха-
низм которых в значительной степени неизвестен, поэтому идентификация клеточных мишеней 
ИЖ имеет практическое значение. В работе мы показали, что имидазолиевые ИЖ не способны 
проникать через модельные мембраны, не повреждая их. Мы также обнаружили, что инактива-
ция помп множественной лекарственной устойчивости в клетках дрожжей не увеличивает их 
чувствительность к имидазолиевым ИЖ. Последнее указывает, что мишень токсичности ими-
дазолиевых ИЖ находится не в цитоплазме. Таким образом, можно предположить, что наруше-
ние барьерных свойств плазматической мембраны является основной причиной токсичности 
небольших концентраций имидазолиевых ИЖ. Мы также показали, что добавки имидазолие-
вых ИЖ восстанавливают рост клеток с кинетически заблокированным гликолизом. По-видимо-
му, вызванное ИЖ небольшое нарушение плазматической мембраны в некоторых случаях может 
быть полезным для клетки.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ионные жидкости, множественная лекарственная устойчивость, 
Saccharomyces cerevisiae.

DOI: 10.31857/S0320972524030031 EDN: WLHUPP

Принятые сокращения: БЛМ – бислойная липидная мембрана; ИЖ – ионная жидкость; КОЕ – колониеобразу-
ющие единицы; МЛУ – множественная лекарственная устойчивость; ПМ – плазматическая мембрана; ФХ – фос-
фатидилхолин; GFP – зеленый флуоресцентный белок; PI –пропидия йодид; YP – дрожжевой экстракт пептон; 
YPD – YP с глюкозой.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ионные жидкости  (ИЖ)  – это органические 
соли, находящиеся в жидком состоянии при темпе-
ратуре ниже точки кипения воды, что достигается 
за счет высокой объемности и асимметрии ионов, 
затрудняющих кристаллизацию молекул [1]. Обыч-
но ИЖ содержат крупноразмерные азотсодержа-
щие катионы, такие как аммоний, имидазолий, 
пиридиний, пиперидиний, пирролидиний или 
фосфорсодержащий катион (например, фосфоний). 
Интерес к ИЖ обусловлен, прежде всего, их исполь-
зованием в промышленности как экологически 
относительно безвредных растворителей – менее 

вредных, чем, например, серная кислота. Однако 
из-за плохой биоразлагаемости ИЖ могут долго со-
храняться в окружающей среде. Катионы и анионы 
с малой токсичностью используются для получения 
ИЖ с полезной биологической активностью: анти-
бактериальной, противогрибковой, антихолинер-
гической, местноанестезирующей [2–4]. Изучаются 
потенциальные антираковые свойства  ИЖ  [5,  6]. 
По  причине практической важности  ИЖ их ток-
сическое действие изучалось на широком спек-
тре биологических объектов: бактерии, грибы, 
растения, животные, культуры клеток челове-
ка. По  той же причине токсические концентра-
ции ИЖ измерялись достаточно тщательно [7–10].  
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Хорошо известно, что токсичность в первую оче-
редь зависит от типа катиона и длины его боко-
вой цепи [11–13]. Было продемонстрировано, что 
большинство ИЖ на основе имидазола проявляют 
более высокую токсичность по сравнению с обыч-
ными органическими растворителями, такими 
как метанол и дихлорметан  [14,  15]. Однако ин-
формации о механизмах токсичности ИЖ немно-
го. Подавляющее большинство работ о токсично-
сти  ИЖ ограничивается измерением токсичных 
концентраций разнообразных ИЖ для микро- 
организмов.

Большое количество работ посвящено ингиби-
рующему действию ИЖ на различные ферменты 
в экспериментальных системах in vitro. Доказано, 
что ИЖ на основе пиридиния и имидазолия ответ-
ственны за ингибирование активности ряда фер-
ментов. Особенно опасным представляется эффект 
ингибирования ацетилхолинэстеразы, фермента, 
ответственного за регуляцию неврологических 
процессов  [16]. Насколько отражают эти работы 
реальный эффект ИЖ на клетку? Способны ли 
ИЖ проникнуть внутрь клетки? Иными словами, 
если ИЖ подействовала на внутриклеточные фер-
менты, не значит ли это, что плазматическая мем-
брана (ПМ) уже разрушена? По своей химической 
структуре многие ИЖ являются липофильными 
катионами, а это означает, что они потенциально 
способны проникать через мембрану. Так, многие 
липофильные катионы являются субстратами/кон-
курентными ингибиторами и/или активаторами 
белков множественной лекарственной устойчи-
вости (МЛУ), защищающих клетки от чужеродных 
веществ [17–19]. В то же время одним из наиболее 
характерных эффектов липофильных катионов 
на клетку является повреждение плазматической 
мембраны  [20]. Если вещество не может прони-
кать внутрь клетки, не повреждая наружную мем-
брану, это означает, что такое повреждение, веро-
ятно, вносит существенный вклад в токсический 
эффект этого вещества.

В данной работе мы изучили, могут ли ими-
дазолиевые ИЖ проникать внутрь клетки без 
нарушения барьерных свойств ПМ. Мы показали, 
что имидазолиевые ИЖ не способны проникать 
через модельные мембраны, не повреждая их. 
Мы  также показали, что наиболее токсичные 
имидазолиевые ИЖ стимулируют экспрессию 
помп МЛУ. Тем не менее, по нашим данным, деле-
ция генов МЛУ не увеличивает чувствительность 
клеток к имидазолиевым  ИЖ. Это хорошо согла-
суется с данными о неспособности имидазолие-
вых ИЖ проникать через мембрану, но оставляет 
вопрос о механизме активации  МЛУ открытым. 
Мы также показали, что добавки имидазолие-
вых ИЖ восстанавливают рост клеток с кинетиче-
ски заблокированным гликолизом. Последнее ука-

зывает, что в этом случае небольшое нарушение 
плазматической мембраны является полезным  
для клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Использованные штаммы дрожжей Sac­
charomy cescerevisiae и анализ скоростей их 
роста. В  этом исследовании мы использовали 
штаммы S. cerevisiae с генетическим фоном W303 
MATa ade2-101 his3-11 trp1-1 ura3-52 can1-100 leu2-3 
и BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0. 
Штамм дельта  tps1 является производным W303, 
описанным ранее  [21]. Штамм дельта  pdr1pdr3 
описан в работа Galkina et al. [22]. Штамм PDR5-GFP 
получен из коллекции «Invitrogen» GFP (зеленый 
флуоресцентный белок) и является производ-
ным BY4741 [23]. Для анализа минимальных инги-
бирующих концентраций  (МИК) химических ве-
ществ для штаммов дикого типа клетки, взятые из 
логарифмически растущей культуры, доводили до 
оптической плотности (ОП) при 550 нм, равной 0,05, 
с помощью SpectrostarNano («BMG LABTECH», Гер-
мания) и переносили в виде клеточных суспензий 
в 96-луночный планшет («Eppendorf», Германия). 
Клетки выращивали в течение 16 ч при 30 °С и 
750  об./мин в планшетном спектрофотометре со 
следующими настройками: температура  – 30 °С; 
встряхивание пластины (500  об./мин). ОП  изме-
ряли с помощью SpectrostarNano при 550 нм. Для 
сравнения относительных скоростей роста мы 
проанализировали увеличение ОП для штаммов 
дикого типа и мутантных штаммов.

Исследуемые вещества. C4Mim-Cl (хлорид   
1-н-бутил-3-метилимидазолия); C6Mim-Cl (хлорид   
1-н-гексил-3-метилимидазолия); C8Mim-Cl (хлорид 
1-н-октил-3-метилимидазолия); C10Mim-Cl (хлорид 
1-н-децил-3-метилимидазолия); C12Mim-Cl (хло- 
рид 1-н-додецил-3-метилимидазолия); C14Mlm-Cl 
(хлорид 1-н-тетрадецил-3-метилимидазолия); 
C16Mim-Cl (1-н-гексадецил-3-метилимидазолия хло- 
рид); C4Mlm-BF4 (тетрафторборат1-н-бутил-3-метил- 
имидазолия); C6Mlm-BF4 (тетрафторборат 1-н-гек- 
сил-3-метилимидазолия); C8Mlm-BF4 (1-н-октил- 
3-метилимидазолия тетрафторборат); C10Mlm-BF4 
(1-н-децил-3-метилимидазолия тетрафторборат);  
C12Mlm-BF4 (1-н-додецил-3-метилимидазолия тет- 
рафторборат); C12TPP (додецилтрифенилфосфо
ний); FCCP-карбонилцианид-4-(трифторметокси)-
фенилгидразон; карбонилцианид-m-хлорофенил- 
гидразон; 2-(4-морфолино) этансульфоновая кисло-
та (Меs); трис(гидроксиметил) аминометан (Tris) и 
пальмитиновая кислота были получены от фирмы 
«Sigma» (США). Липиды 1-пальмитоил-2-олеоил-
фосфатидилхолин  (ФХ); 1-пальмитоил-2-олеоил-
фосфатидилглицерол; 1,2-дифитаноил-ФХ; 1,2-ди-
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фитанил-ФХ и холестерин были получены от 
фирмы «Avanti Polar Lipids» (США).

Анализ влияния исследуемых веществ на 
рост tps1 в присутствии глюкозы. Дрожжевые 
клетки дельта  tps1, взятые из логарифмической 
культуры, выращенной на YPEtOH (дрожжевой 
экстракт пептона (YP)-этанол), доводили до ОП 0,2 
при 550 нм в SpectrostarNano. Глюкозу добавляли 
до конечной концентрации  0,06%. Клеточную 
суспензию переносили в каждую лунку 96-луноч-
ного планшета («Greiner», Германия) по 0,1  мл 
на  лунку. В  среду добавляли тестируемые веще-
ства. Этанол добавляли до конечной концентра-
ции  2% в качестве растворителя или отдельно. 
Клетки выращивали в течение 16 ч при темпе-
ратуре  30 °С при встряхивании планшета со ско-
ростью 500  об./мин на приборе SpectrostarNano; 
ОП измеряли при 550 нм каждые 5 мин.

Анализ накопления Pdr5–GFP в клетках 
дрожжей. Клетки, в которых к гену PDR5 был при-
соединен ген  GFP, выращивали в течение ночи  
на твердой среде YPD (YP  с  глюкозой), а затем 
ресуспендировали до плотности 2 × 104 клеток на 
мл в жидкой среде  YPD. Флуоресценцию белка 
Pdr5–GFP оценивали с помощью проточного цито-
метра CytoFlex («Beckman», США) после 1 ч предва-
рительной инкубации с ингибиторами (или рас-
творителем) при 30 °C с использованием длины 
волны возбуждения 488 нм на эмиссионном филь-
тре (525/540 нм). Гистограммы представляют собой 
среднее значение популяций клеток из отдельных 
биологических экспериментов. В каждом экспери-
менте анализировали не менее 10 000 событий.

Измерение транспорта протонов через мем-
брану липосом. Проницаемость бислойных фосфо-
липидных мембран для ионов водорода оценива-
ли с помощью ранее предложенной и несколько 
модифицированной методики [24]. Для приготов-
ления липосом, нагруженных пиранином, 5,3 мг 
1-пальмитоил-2-олеоил-ФХ, 1,2 мг 1-пальмитоил-
2-олеоил-фосфатидилглицерола, 2,5 мг холестери
на и  1 мг пальмитиновой кислоты растворили в 
хлороформе, а затем высушили в струе азота в 
пробирке с круглым дном. После этого липиды 
были ресуспендированы в 1 мл буферного рас-
твора (20 мМ Меs  [A2], 20 мМ Tris, 20 мМ Tricine, 
100 мМ хлорид калия; рН 6,0), содержащего 0,5 мМ 
рН-чувствительного флуоресцентного красителя 
пиранина. Суспензию тщательно встряхивали, 
затем замораживали при –18 °С и разморажива-
ли. Процедуру повторяли 3  раза. Моноламеляр-
ные липосомы приготавливали путем экструзии 
через поликарбонатный фильтр с порами диамет-
ром 0,1 мкм с помощью экструдера («Avanti Polar 
Lipids»). Чтобы перевести липосомы в раствор без 
пиранина, образец пропускали через гельфильтра-
ционную колонку, содержащую декстрановый гель 

(Sephadex G-50) и уравновешенную тем же буфе-
ром. Далее, в ходе эксперимента липосомы разбав-
ляли в этом буфере с рН 6,0; в начале эксперимен-
та рН внутри и снаружи липосом был одинаков. 
Протонный градиент создавался на мембране ли-
посом увеличением рН водного раствора до значе-
ния рН  8,0 путем титрования добавлением  КОН. 
В момент времени t = 0 с к липосомам добавляли 
требуемую концентрацию  ИЖ. Для  измерения 
скорости увеличения рН внутри липосом добав-
ляли 1  мМ ксилен-пиридиниум бромид, чтобы 
потушить флуоресценцию вытекшего пиранина. 
Внутрилипосомальный рН оценивали по измере-
нию флуоресценции на длине волны 505 нм при 
возбуждении на 455 нм. Измерения проводили на 
спектрофлуориметре Панорама Флюорат-02 («Лю-
мэкс»,  Россия). В  конце каждого эксперимента 
добавляли 1  мкМ  ласалоцида  А для полного вы-
равнивания рН внутри и снаружи липосом. Для 
предотвращения образования разности потенциа-
лов на липосомальной мембране эксперименты 
проводили в присутствии 10  нМ  валиномицина. 
С  целью уменьшить спонтанное выравнивание 
рН температура поддерживалась на уровне 15 °С.

Плоская бислойная липидная мембрана 
формировалась из 2%-ного (w/v) раствора дифита-
ноил-ФХ или дифитанил-ФХ в декане на отверстии 
в перегородке, разделяющей на два отсека тефло-
новую ячейку, содержащую буферный раствор [24]. 
Диаметр отверстия составлял 0,8  мм. Буферный 
раствор содержал 10 мМ Mes, 10 мМ Tris, 100 мМ 
хлорида калия; рН = 6,8. Эксперименты прово-
дились при комнатной температуре (23–25 °С).  
Электрический ток регистрировался в условиях 
фиксации потенциала. Разность потенциалов по-
давалась на хлорсеребряные электроды, помещен-
ные через агаровые мосты в тефлоновую ячейку с 
двух сторон мембраны. Ток измерялся с помощью 
пэтч-клэмп усилителя ОЕС-2 («ОПУС», Россия), оци-
фровывался с помощью NI-DAQmx («National Instru
ments», США) и анализировался с использованием 
компьютерной программы WinWCP  Strathclyde   
Electrophysiology Software, написанной Дж. Демп-
стером (University of Strathclyde, UK).

Сравнение окраски клеток пропидий йоди-
дом  (PI) и способности формировать колоние-
образующие единицы  (КОЕ). Дрожжевые клет-
ки  W303, взятые из логарифмической культуры, 
разбавляли водой до  ОП при  550  нм, равной  0,1. 
К аликвоте клеток (300 мкл) добавляли PI до кон-
центрации 0,5  мкг/мл и тестируемые ИЖ, затем 
инкубировали 1 ч при 30 °С. Аликвоту клеток раз-
водили в 160 раз и наносили пятнами по 10 мкл на 
чашки с YPD, через сутки подсчитывали количе-
ство КОЕ. Флуоресценцию PI в клетках оценивали 
с помощью проточного цитометра CytoFlex. В ка-
честве отрицательного контроля использовали 
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клетки без добавления ИЖ. В  качестве положи-
тельного контроля использовали клетки, предва-
рительно убитые нагреванием при 95 °С в течение 
5 мин. Кривые соответствуют среднему значению 
флуоресценции популяций клеток из отдельных 
биологических экспериментов. В каждом экспери-
менте анализировали не менее 10 000 событий.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что токсичность ими-
дазолиевых  ИЖ возрастает с увеличением дли-
ны углеводородного «хвоста» молекулы  [7,  10]. 
Мы  определили минимальные ингибирующие 
рост концентрации (МИК) ряда имидазолиновых 
и аммонийных ИЖ для дрожжей S. cerevisiae. Как 
и ожидалось, токсичность тестированных ИЖ воз-
растает по мере увеличения липофильности (logP) 
(таблица П1 в Приложении). Далее, мы сосредото-
чились на исследовании наиболее токсичных ими-
дазолиевых ИЖ, а именно: С12Mim-Cl, C14Mim-Cl и 
C16Mim-Cl. Структурные формулы представлены 
на рис. 1.

Эксперименты на модельных мембранах. 
Мы сосредоточились на проверке двух гипотез 
о механизме влияния ИЖ на клеточный мета-
болизм. Согласно первому предположению, ми-
шень токсичности ИЖ находится внутри клетки. 
Согласно второму предположению, ИЖ влияют на 
ПМ клеток. Мы проверили, могут ли имидазолие-
вые ИЖ проникать через липидный бислой, не 
повреждая его. Таким свойством обладают про-
никающие липофильные ионы [25–27]. Для облег-
чения проникновения катионных имидазолие-
вых  ИЖ мы формировали плоскую бислойную 
липидную мембрану  (БЛМ) из дифитанил-ФХ, 

липида, содержащего простые эфирные связи [28]. 
После добавления 10 или  20  мкМ С12Mim-Cl ток 
через мембрану при прикладывании напряжения 
50 мВ в момент времени t = 0 с увеличивался по 
сравнению с немодифицированной БЛМ (рис. 2, а). 
Записи имели вид нерегулярных флуктуаций тока.

Из-за большой разницы в скачке дипольного 
потенциала на границе мембрана–вода для липи-
дов c простыми и сложными эфирными связями 
различия в токах проникающих катионов в мем-
бранах составляют десятки раз [28, 29]. Чтобы убе-
диться, что стационарный ток не вызван транс-
портом ИЖ через мембрану, мы провели такие 
же измерения на БЛМ, сформированной из дифи-
таноил-ФХ (рис. 2, б). Однако, как видно из рис. 2, 
значения тока для 10 мкМ С12Mim-Cl были очень 
близки (5,8 ± 2,8 пА и  12,6 ± 3,7 пА для дифита-
нил-ФХ и  дифитаноил-ФХ), а для 20  мкМ значе-
ния тока для дифитанил-ФХ были во много раз 
меньше тока в случае с дифитаноил-ФХ (12,6 ± 3,7 
и 71,7 ± 4,5 пА соответственно). Эти результаты од-
нозначно говорят о том, что увеличение проводи-
мости БЛМ в присутствии имидазолиевых ИЖ не 
связано с током самих ИЖ через мембрану, а, ско-
рее всего, определяется формированием дефектов, 
проводящих ионы электролита. В то же время ион-
ная жидкость P66614, проникающий катион, про-
ходит через липидные мембраны, и этот процесс 
значительно ускоряется при уменьшении скачка 
дипольного потенциала [30].

Некоторые липофильные катионы в комплек-
се с жирной кислотой обладают протонофорным 
эффектом: они проходят через мембрану в одном 
направлении как индивидуальные катионы, а в 
обратном – в паре со свободной жирной кислотой, 
т.е.  в  электронейтральной форме. Протонофор-
ный цикл завершает переход протонированной 

Рис. 1. Структурные формулы наиболее токсичных имидазолиевых  ИЖ: С12Mim-Cl (а); C14Mim-Cl  (б) 
и C16Mim-Cl (в)
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Рис. 2. Записи кинетик тока через  БЛМ после при-
кладывания напряжения 50 мВ в начальный момент 
времени до (светло-серые кривые) и после добавле-
ния 10 мкМ (черные кривые) и 20 мкМ (темно-серые 
кривые) С12Mim-Cl. БЛМ  формировали из дифита-
нил-ФХ (а) или дифитаноил-ФХ (б)

Рис. 3. Измерение способности имидазолиевых ИЖ 
переносить протоны через липосомальную мем-
брану в модельной системе липосом, нагруженных 
флуоресцентным зондом пиранином. а  –  Кинети-
ки изменения рН внутри липосом в контроле (кри-
вая  1, контроль), в присутствии 0,1  мкМ  ХКФ (кри-
вая  2), в присутствии 2  мкМ  Р66614 (кривая  3) и 
20  мкМ  Р66614 (кривая  4). б  –  Кинетики изменения 
рН внутри липосом в контроле (кривая  1), в присут-
ствии 20 мкМ С12Mim-Cl (кривая 2), 2 мкМ (кривая 3) 
или 20 мкМ (кривая 4) С14Mim-Cl

жирной кислоты через мембрану и диссоциация 
протона  [31,  32]. Липосомы, содержащие pH-чув-
ствительный краситель пиранин, служат удоб-
ным инструментом для детекции протонофор-
ной активности различных веществ. На рис. 3,  а 
продемонстрирована кинетика выравнивания 
pH снаружи и внутри пиранин-содержащих липо-
сом, вызванная добавкой протонофора карбонил-
цианид-m-хлорофенилгидразона (ХКФ) или ионной 
жидкости  Р66614. Ранее было показано, что при 
низких концентрациях Р66614 проходит через ли-
пидный бислой, не повреждая его, а при высоких 
концентрациях – увеличивает неспецифическую 
проводимость мембраны  [30]. Важно отметить, 
что добавка неэлектрогенного К+/Н+-обменника 
ласалоцида  А в конце эксперимента приводила 
к примерно одинаковому увеличению флуорес-
ценции пиранина в опытной пробе (содержащей 
2 мкМ P66614) и в контрольной. Это означает, что 
пиранин под влиянием  Р66614 в течение экспе-

римента не выходил из липосом наружу. Иными 
словами, протонофорный эффект Р66614 не являл-
ся следствием повреждения мембран липосом. 
Таким образом, добавка Р66614 к липосомам через 
несколько минут вызывала выравнивание про-
тонного градиента. Однако при увеличении кон-
центрации Р66614 до 20 мкМ происходило быстрое 
уменьшение флуоресценции, которое не изменя-
лось при дальнейшем добавлении ласалоцида А. 
Очевидно, что при высокой концентрации Р66614 
происходил полный выход пиранина и его флуо-
ресценция тушилась ксилен-пиридиниум броми-
дом во внешнем буфере.

Другая ситуация наблюдалась с имидазо
лиевыми  ИЖ. Как можно видеть на  рис  3,  б, до-
бавка С12Mim-Cl и С14Mim-Cl в  концентрации   
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Рис. 4. ИЖ  увеличивают содержания Pdr5–GFP. а  –  Сравнение увеличения количества Pdr5–GFP через 1 ч 
после добавления  ИЖ и стандартного индуктора Pdr5–GFP клотримазола с помощью проточной цитомет
рии. По оси X отложена логарифмическая шкала концентрация веществ в мкМ; по оси Y – логарифмическая 
шкала флуоресценции Pdr5–GFP в клетках относительно клеток без добавления веществ (значение  0). Каж-
дая точка – независимый биологический повтор. б – Световая и флуоресцентная микроскопия клеток, содер-
жащих Pdr5–GFP, через 1  ч после добавления С12Mim-Cl и стандартного индуктора Pdr5–GFP клотримазола.  
Размерный отрезок – 5 мкм

2  или  20  мкМ не вызывала постепенного увели-
чения флуоресценции пиранина. Однако в случае 
20  мкМ C14Mim-Cl или С12Mim-Cl последующая 
добавка ласалоцида А приводила к примерно по-
лумаксимальному увеличению флуоресценции. 
Следовательно, С14Mim-Cl в этой концентрации 
вызывал утечку пиранина из липосом.

Таким образом, данные на липосомах ука-
зывают, что имидазолиевые  ИЖ не индуцируют 
протонный транспорт через липидные мембраны 
самостоятельно или в комплексе с жирной кис-
лотой (которая специально добавлялась на ста-
дии приготовления липосом), но образуют поры 
или дефекты, через которые проникает пиранин. 
Однако нельзя исключить, что ИЖ все же могут 
проникать внутрь клетки, например, через транс-
портеры в ПМ.

Исследование связи токсичности ИЖ и экс-
прессии помп  МЛУ. Известно, что большинство 
липокатионов являются субстратами помп МЛУ и 
вызывают усиление экспрессии этих помп [17–19]. 

Следовательно, если имидазолиевые ИЖ не прони-
кают через ПМ, то не должны вызывать рост экс-
прессии помп МЛУ. Для оценки относительного со-
держания МЛУ был использован штамм PDR5-GFP 
S. cerevisiae, в котором к гену одного из основных 
транспортеров  МЛУ  Pdr5 была добавлена после-
довательность, кодирующая белок  GFP  [22]. Этот 
конструкт позволил оценить относительное со-
держание Pdr5 по уровню интенсивности флуо-
ресценции  GFP в клетках. Как видно из  рис.  4, 
имидазолиевые ИЖ с длиной радикала менее С12 
не вызывают существенного увеличения уровня 
флуоресценции Pdr5–GFP. Однако добавление ИЖ 
с длиной радикала С12 или более вызывало значи-
тельное усиление флуоресценции Pdr5–GFP, срав-
нимое с усилением от хорошо известного индук-
тора экспрессии Pdr5 – клотримазола [22], который 
был использован нами в качестве положительного 
контроля  (рис.  4). Наибольшую активацию ока-
зывало добавление С12Mim-Cl. Вопрос о механиз-
ме активации имидазолиевыми  ИЖ экспрессии 
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Рис. 5. Белки МЛУ не влияют на скорость роста S.  cerevisiae в присутствии различных концентраций  ИЖ. 
Типичные кривые роста культуры клеток S. cerevisiae дикого типа W303 и штамма дельта pdr1pdr3 с нарушен-
ной активацией МЛУ. По оси Х отложено время в часах; по оси У – ОП при 550 нм культуры клеток

белков МЛУ остается открытым, поскольку опыты 
на искусственных мембранах говорят об их неспо-
собности проникать через неповрежденную искус-
ственную мембрану. Возможно, ИЖ проникают 
внутрь клетки, нарушая барьерные свойства ли-
пидного бислоя ПМ или через белки ПМ. Наконец, 
нельзя исключить, что ИЖ активируют экспрес-
сию помп  МЛУ косвенным образом, увеличивая 
проницаемость ПМ для ксенобиотиков из культу-
ральной среды.

Для проверки внутриклеточной токсичности 
имидазолиевых  ИЖ мы оценили влияние деле-
ции помп МЛУ на их токсичность. Как показано 

на рис. 5, делеция генов двух основных факторов 
транскрипции белков МЛУ, PDR1 и PDR3  [33,  34], 
не повлияла на снижение скорости роста под 
действием ИЖ. Это наблюдение свидетельствует 
в пользу гипотезы стимуляции имидазолиевы-
ми ИЖ экспрессии МЛУ через воздействие на ПМ 
без вхождения внутрь клетки.

Оценка кинетики накопления мертвых кле-
ток после добавки ИЖ. Если причина токсичности 
имидазолиевых ИЖ – нарушение целостности ПМ, 
то можно ожидать, что динамика накопления 
непроникающего красителя  PI внутри клетки 
будет совпадать с динамикой клеточной смерти.  
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Рис. 6. Сравнение выживаемости клеток S.  cerevisiae после воздействия имидазолиевых ИЖ, С12Mim-Cl, 
С14Mim-Cl и С16Mim-Cl, по числу КОЕ (синие кривые) и доле PI-негативных клеток (красные кривые). По оси Х 
отложена концентрация ИЖ в мкМ; по оси Y – выживание относительно контроля без добавления веществ, 
в процентах

Если же имидазолиевые ИЖ отравляют клетки из-
нутри, то сначала под их действием клетки умрут, 
т.е. потеряют способность образовывать колонии, 
и только потом начнут окрашиваться PI. Мы доба-
вили к клеткам S. cerevisiae имидазолиевые ИЖ, 
С12Mim-Cl, С14Mim-Cl и С16Mim-Cl, инкубировали 
1  ч при  30 °С, затем измерили выживаемость по 
числу КОЕ, а также оценили долю PI-положитель-
ных клеток. Как показано на рис. 6, для всех трех 
ИЖ окраска PI почти совпадает с потерей способ-
ности формировать  КОЕ. Небольшое отставание 
окраски клеток по PI, возможно, объясняется вре-
менной стадией неполного нарушения укладки 
фосфолипидов плазматической мембраны под 
действием ИЖ, достаточной для прохождения не-
больших молекул, но не приводящей к полному 
лизису. Такая ситуация наблюдалась при добав-
лении 20 мкМ C12Mim-Cl к бислойной мембране: 
мембрана не разрушалась, но при этом станови-
лась проницаемой для небольших ионов (рис. 2).

Снятие гликолитического блока под дей-
ствием ИЖ. Таким образом, наши данные ука-
зывают, что причина токсичности – действие на 
плазматическую мембрану. Важно отметить, что 
в определенном диапазоне концентраций вызван-
ное  ИЖ нарушение укладки фосфолипидов  ПМ 
приводило к нарушению ее барьерных свойств, 
но не к лизису клеток. Дополнительные подтвер-
ждения тому, что имидазольные ИЖ в низких 
концентрациях могут менять физиологию клеток, 
мы получили на разработанной нами ранее экспе-
риментальной системе, позволяющей проводить 
скрининг химических веществ на способность вос-
станавливать рост штамма дрожжей S. cerevisiae 
с делецией гена  TPS1 в присутствии глюкозы. 

Штамм дельта tps1 хорошо растет на неферменти-
руемых источниках углерода, но не способен расти 
в присутствии глюкозы [35], так как не может регу-
лировать поступление глюкозы в гликолиз [36, 37].  
При добавлении глюкозы клетки штамма дель-
та  tps1 тратят весь доступный фосфат на фосфо-
рилирование глюкозы и не могут осуществить 
вторую стадию гликолиза, для которой также 
необходим неорганический фосфат [38–40]. Кроме 
того, накопление фосфатов сахаров в цитоплазме 
токсично для клеток [41, 42]. Ранее нами было по
казано, что некоторые липофильные катионы, яв- 
ляющиеся митохондриальными ядами или по-
верхностно-активными веществами, снижают 
расход фосфатов на синтез ATP митохондриями, 
стимулируя синтез глицеробисфосфата и снимая 
блокировку цепи гликолиза [21].

В данной работе мы показали, что ИЖ с 
logP ≥ 0,99 способны восстанавливать рост штам-
ма дельта  tps1 на среде в присутствии глюко-
зы  (рис. 7) (детали получения и обработки дан-
ных показаны на  рис. П1 в  Приложении). Важно 
отметить, что диапазон концентраций, в которых 
вещества С10Mim-Cl и С12Mim-Cl стимулируют 
рост клеток tps1, шире, чем у хорошо изученного 
проникающего катиона, митохондриального раз-
общителя  С12ТРР  [31]. Возможно, вызванное  ИЖ 
нарушение укладки фосфолипидов стимули-
рует гидролиз  ATP: очевидно, репарация мем-
браны и/или восстановление внутриклеточного 
гомеостаза, нарушенного при повреждении  ПМ, 
являются энергоемкими процессами. Мы пред-
полагаем, что такая стимуляция гидролиза ATP яв-
ляется причиной способности ИЖ стимулировать 
рост клеток дельта  tps1 в присутствии глюкозы.  
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Рис. 7. ИЖ способны восстанавливать рост клеток 
дельта tps1 в присутствии глюкозы. Испытанные кон-
центрации ИЖ, не вызывающие стимуляции, пока-
заны серым цветом. Зеленым цветом показаны кон-
центрации, соответствующие восстановлению роста 
штамма дельта  tps1 на среде YP-этанол в присут-
ствии глюкозы

Таким образом, вызванное ИЖ небольшое наруше-
ние плазматической мембраны в некоторых слу-
чаях может быть полезным для клетки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши данные указывают, что гидрофобные 
имидазолиевые  ИЖ, примененные в определен-
ном диапазоне концентраций, вызывают наруше-
ние барьерных свойств ПМ. Этот вывод основан, 
прежде всего, на результатах опытов с модель-
ными мембранами. Эти эксперименты показали, 
что ИЖ не проходят через БЛМ, но, вероятно, фор-
мируют дефекты, проводящие ионы электролита. 
Более того, результаты опытов с пиранин-содержа-
щими липосомами указывают, что ИЖ вызывает 
утечку этого вещества из липосом, а значит поры 
могут быть достаточно большого размера: молеку-
лярный вес пиранина – 524 г/моль.

Интересно, что вызванное имидазолиевы-
ми ИЖ нарушение ПМ не всегда является вредным 
для клеток. Наоборот, это нарушение позволяет 
клеткам штамма дельта tps1 преодолеть гликоли-
тический блок и продолжить рост после добавле-
ния глюкозы. Видимо, блок снимается за счет уве-
личения концентрации неорганического фосфата, 
который образуется при гидролизе ATP, вызванном 

нарушением  ПМ (см.  раздел «Результаты и обсу-
ждение»). Кроме того, гидрофобные имидазолие-
вые ИЖ стимулируют экспрессию помп МЛУ, при 
этом инактивация помп МЛУ не влияет на токсич-
ность этих  ИЖ. Следовательно, можно говорить 
об эффекте гормезиса имидазолиевых ИЖ: их, тео-
ретически, можно использовать для увеличения 
устойчивости клеток к широкому спектру ксено-
биотиков–субстратов МЛУ. По нашим данным, наи-
более перспективное вещество для такого приме-
нения – С12Mim-Cl.

Отдельно стоит вопрос о механизме акти-
вации помп  МЛУ имидазолиевыми  ИЖ. Теоре-
тически возможны три варианта: (1) сами ИЖ в 
микроколичествах проникают в клетку и активи-
руют экспрессию МЛУ; (2) возможно, ИЖ позволя-
ют ксенобиотикам, находящимся в культуральной 
среде, проникать внутрь и, таким образом, стиму-
лировать экспрессию МЛУ; (3) наконец, не исклю-
чено, что вызванное ИЖ нарушение ПМ ингиби-
рует транспортеры ПМ, откачивающие из клетки 
естественные продукты метаболизма – активато-
ры МЛУ, таким образом, вызывая их накопление в 
цитоплазме и активацию МЛУ. Возможность тако-
го сценария обсуждается в обзоре Knorre et al. [43]. 
Поэтому изучение механизмов активации ИЖ 
МЛУ требует отдельного исследования.

Итак, в нашей работе было показано, что ос-
новная причина токсичности имидазолиевых ион-
ных жидкостей – их действие на плазматическую 
мембрану. Причем воздействие ИЖ в сублеталь-
ных концентрациях и возникающее в его резуль-
тате небольшое нарушение ПМ (в некоторых слу-
чаях) может быть полезным для клетки.
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THE IMIDAZOLIUM IONIC LIQUIDS TOXICITY  
IS DUE TO THEIR EFFECT ON THE PLASMA MEMBRANE

S. S. Sokolov, E. A. Smirnova, T. I. Rokitskaya, and F. F. Severin*

Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University,  
119991 Moscow, Russia; email: severin@belozersky.msu.ru

Ionic liquids (ILs) are organic salts with a low melting point, which is due to the fact that alkyl side 
chains chemically bonded to the ion hinder the crystallization of ILs. The low melting point of ILs has led 
to their widespread use as relatively harmless solvents. However, ILs have toxic properties, the mecha-
nism of which is largely unknown, so identifying the cellular targets of ILs is of practical importance. In 
our work, we showed that imidazolium ILs are not able to penetrate model membranes without damag-
ing them. We also found that inactivation of multidrug resistance (MDR) pumps in yeast cells does not 
increase their sensitivity to imidazolium ILs. The latter indicates that the target of the toxicity of imid-
azolium ILs is not in the cytoplasm. Thus, our data suggest that the disruption of the plasma membrane 
barrier function is the main cause of the toxicity of low concentrations of imidazolium ILs. We also 
showed that supplementation with imidazolium ILs restores the growth of cells with kinetically blocked 
glycolysis. Our data indicate that IL-induced minor disruption of the plasma membrane may, in some 
cases, be beneficial for the cells.
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https://doi.org/10.1038/s41467-017-01019-z
https://doi.org/10.1134/S0006297920120081
https://doi.org/10.1134/S0006297920120081


БИОХИМИЯ, 2024, том 89, вып. 3, с. 418 – 431

418

УДК 577.2

РОЛЬ АМИНОКИСЛОТ КАТАЛИТИЧЕСКОГО ДОМЕНА 
ИНТЕГРАЗЫ ВИЧ-1, I182, R187, K188, В ПРОЦЕССАХ ОБРАТНОЙ 

ТРАНСКРИПЦИИ И ИНТЕГРАЦИИ

© 2024 Т.Ф. Кихай1#*, Ю.Ю. Агапкина1,2#, Т.А. Приказчикова1, М.В. Вдовина1, 
С.П. Шехтман1, C.В. Фомичева3, С.П. Королев1,2, М.Б. Готтих1,2*

1 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, химический факультет, 
119991 Москва, Россия; электронная почта: kih.t1996@yandex.ru

2 НИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского,  
Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  

119991 Москва, Россия; электронная почта: gottikh@belozersky.msu.ru
3 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  
факультет биоинженерии и биоинформатики, 119991 Москва, Россия

Поступила в редакцию 09.12.2023
После доработки 18.01.2024

Принята к публикации 18.01.2024

В основе структурной организации интегразы ВИЧ-1 лежит тетрамер, сформированный двумя 
димерами белка. В составе этого тетрамера каталитический домен одной из субъединиц первого 
димера взаимодействует с N-концевым доменом субъединицы из второго димера. Именно тетра-
мерная структура позволяет правильно позиционировать два конца вирусной ДНК относительно 
ДНК клетки и осуществлять каталитические функции интегразы – 3′-процессинг и перенос цепи. 
Однако в ходе репликативного цикла ВИЧ-1 интеграза отвечает не только за этап интеграции: 
она участвует в обратной транскрипции, а также необходима на стадии формирования капсида 
вновь образуемых вирионов. Предполагается, что интеграза ВИЧ-1 является структурно-дина-
мичным белком, и от ее структуры зависят ее биологические функции. Соответственно, изуче-
ние взаимодействий между доменами интегразы, обеспечивающими ее структуру, важно для 
понимания ее множественных функций. В настоящей работе исследована роль трех аминокис-
лот каталитического домена, I182, R187 и K188, из области контакта двух димеров интегразы в 
структуре тетрамера в протекании стадий обратной транскрипции и интеграции. Установлено, 
что остаток R187 чрезвычайно важен для формирования правильной структуры интегразы, необ-
ходимой на всех этапах ее функциональной активности. Остаток I182 необходим для успешной 
интеграции и не важен для обратной транскрипции, а остаток K188, наоборот, участвует в фор-
мировании структуры интегразы, важной для эффективной обратной транскрипции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус иммунодефицита человека типа  1, интеграза, интеграция, обратная 
транскрипция.

DOI: 10.31857/S0320972524030047 EDN: WKSAES

Принятые сокращения: а.о. – аминокислотный оста- 
ток; ВИЧ-1  – вирус иммунодефицита человека пер-
вого типа; ИН  – интеграза; ОТ  – обратная тран- 
скриптаза.
* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

Вирус иммунодефицита человека первого 
типа (ВИЧ-1) относится к семейству ретровиру-
сов, он поражает иммунную систему человека, 
вызывая ВИЧ-инфекцию и СПИД. Жизненный 

цикл ВИЧ-1 начинается с проникновения вируса 
в клетку, за которым следует синтез ДНК-копии 
вирусной РНК, осуществляемый вирусной обрат-
ной транскриптазой (ОТ). Этот процесс происходит 
внутри вирусного капсида в составе сложного РНК-
белкового комплекса, в который входит вирусная 
РНК и ферменты: ОТ и интеграза (ИН). ИН связы-
вает синтезированную ДНК-копию и катализи-
рует две последовательные реакции  – отщепле-
ние динуклеотида  GT с 3′-концов вирусной ДНК 
(3′-процессинг) и последующее ее встраивание в 
ДНК инфицированной клетки (перенос цепи). Про-
цесс интеграции – это важнейшая каталитическая 
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функция  ИН в репликативном цикле вируса. За-
мены аминокислот активного центра ИН, D64, 
D116 и E152, приводят к полной потере ее катали-
тической активности и инактивации вируса  [1]. 
Однако показано, что замены некоторых других 
аминокислот не влияют на каталитическую ак-
тивность  ИН, но тем не менее существенно сни-
жают инфекционность вируса. Это связано с тем, 
что ИН участвует в разных стадиях жизненного 
цикла ВИЧ-1 и взаимодействует с разными вирус-
ными и клеточными белками [2].

Так, известно, что ИН и ОТ взаимодействуют 
между собой  [3], и нарушение этого взаимодей-
ствия в результате аминокислотных замен в  ИН 
отрицательно влияет на эффективность обратной 
транскрипции, при этом количество ОТ и вирус-
ной РНК в вирионе остается на уровне вируса 
дикого типа  [4–6]. Эксперименты с использова-
нием метода CLIP-seq продемонстрировали, что 
ИН непосредственно взаимодействует с вирусной 
геномной РНК [7]. Эти взаимодействия влияют на 
морфологию вирусных частиц, при их нарушении 
рибонуклеопротеиновый комплекс обнаруживает-
ся вне оболочки капсида, часто оказывается ассо-
циирован с вирусной мембраной. Неправильная 
локализация вирусного генома также может быть 
причиной нарушения обратной транскрипции [7]. 
Предполагается и еще один косвенный механизм 
влияния ИН на эффективность обратной тран-
скрипции. Показано, что аминокислотная замена 
C130S в ИН приводит к уменьшению уровня вирус-
ного капсида в цитоплазме и снижению его ста-
бильности. Возможно, это обусловлено тем, что у 
вируса с мутантной ИН снижено включение в со-
став вириона циклофилина А (CypA) – клеточного 
кофактора капсидного белка ВИЧ-1 [8].

Установлено также, что стадия репарации 
повреждений клеточного генома, возникающих в 
результате интеграции в него вирусной ДНК, обес-
печивается в результате взаимодействия ИН с кле-
точными белками [9, 10]. Таким образом, функции 
ИН в жизненном цикле ВИЧ-1 не ограничиваются 
только интеграцией, она обладает и другими важ-
ными некаталитическими функциями.

ИН ВИЧ-1 относится к классу полинуклео-
тидтрансфераз и имеет трехдоменную структур-
ную организацию. N-Концевой домен (1–50  а.о.) 
содержит консервативный ННСС-мотив, коорди-
нирующий ион цинка. Каталитический домен 
(51–212 а.о.) включает активный центр фермента, 
представляющий собой мотив  DD35E, аминокис-
лоты которого координируют два иона магния. 
С-Концевой домен (213–288 а.о.) богат положи-
тельно заряженными аминокислотами и обладает 
SH3-подобной структурой [11].

В настоящее время полная структура ИН ВИЧ-1 
не определена. Однако структура комплекса ИН с 

вирусной ДНК, в составе которого происходит ин-
теграция вирусной ДНК в клеточную и который 
называется интасомой, реконструирована на ос-
новании структур, полученных для других ретро-
вирусов. В ней ИН обладает тетрамерной [12, 13] 
или гексадекамерной структурой, причем гекса-
декамер сформирован из четырех тетрамеров [14].

В структуре интасомы ВИЧ-1, предложенной в 
работе Passos  et  al.  [13], ИН  представлена в виде 
тетрамера, составленного из двух димеров. В каж-
дом из димеров одна субъединица предоставляет 
активный центр для катализа, а другая – участву-
ет в поддержании структуры интасомы. При этом 
каталитические домены тех субъединиц, которые 
формируют активные центры, сближены с N-кон-
цевыми доменами противоположных субъединиц. 
Эти пограничные области взаимодействия катали-
тического и N-концевого доменов ИН также сбли-
жены и с вирусной ДНК. Соответственно, амино-
кислоты, расположенные в области междоменного 
контакта, могут быть вовлечены в разные взаимо-
действия, осуществляемые ИН, и влиять на раз-
ные процессы, в которых она участвует. Так, ранее 
было показано, что замены некоторых аминокис-
лот участка 180–188 существенно снижают эффек-
тивность обратной транскрипции, возможно, из-за 
нарушения связывания мутантных вариантов ИН 
с  ОТ и/или нарушения мультимерной структу-
ры ИН [15].

В настоящей работе мы проанализировали 
влияние замен аминокислот I182А, R187А и K188А 
на эффективность обратной транскрипции и инте-
грации, а также, получив рекомбинантные белки, 
детально исследовали влияние этих замен на ка-
талитические функции ИН, ее способность связы-
вать ДНК и РНК, ее взаимодействие с ОТ и мульти-
меризацию. Обнаружено, что все эти замены в той 
или иной мере действительно влияют на репли-
кативную способность вируса, однако причины 
этого влияния у разных мутантов различны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Плазмиды, олигонуклеотиды и ферменты. 
В  работе были использованы следующие плаз-
миды: pLTRLuc, кодирующая геном псевдовируса, 
представленный репортерным геном люцифе-
разы светлячка; pCMVΔ8.2R, кодирующая вирус-
ные белки за исключением Env («Addgene», США); 
pCMV-VSVG, кодирующая белок оболочки вируса 
везикулярного стоматита («Addgene»); pET-15b_ИН, 
кодирующая интегразу ВИЧ-1 с His6-тагом на N-кон-
це; pGGW-GST-IN, кодирующая интегразу ВИЧ-1 с 
GST-тагом на N-конце; получена на основе вектора 
pGGW-GST. Варианты pCMVΔ8.2R_mut, pET-15b_ИН 
и  pGGW-GST-IN с мутациями в гене интегразы 
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(замены I182A, R187A и K188А) получены методом 
Quick Change II сайт-направленного мутагенеза 
(«Agilent Technologies», США) с использованием 
праймеров, представленных в табл. 1.

Также в табл. 1 представлены олигонуклеоти-
ды U5B, U5B-2 и U5A, формирующие ДНК-субстраты 
ИН для тестирования ее каталитической и ДНК/
РНК-связывающей активности.

Приводим последовательность рибоолиго-
нуклеотида, формирующего шпильку TAR (TAR-
РНК) – gggucucucugguuagaccagaucugagccugggagcucu
cuggcuaacuagggaaccc.

В работе были использованы следующие фер-
менты: ИН ВИЧ-1 дикого типа (ИН_wt) и с замена-
ми аминокислот I182A, R187A и K188А (ИН_I182A, 
ИН_R187A и ИН_K188A) с His6-тагом на N-конце; 
выделяли по методике, описанной ранее [16], соот-
ветствующие белки с GST-тагом на N-конце; выде-
ляли по методике, описанной ниже в подразделе 
«Экспрессия и выделение ИН с GST-тагом».

Обратная транскриптаза ВИЧ-1 гетеродимер 
р51/р66 с His6-тагом на N-конце каждой субъеди-
ницы любезно предоставлена к.б.н. В.Т. Валуевым-
Эллистоном (Институт молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта РАН, Москва, Россия).

Ведение клеточной культуры. Клетки 
HEK 293Т культивировали в среде DMEM, содержа-
щей 10% FBS, 100 МЕ/мл пенициллина и 100 мкг/мл 
стрептомицина («Invitrogen», США), в инкубаторе 
с температурой 37 °C и увлажненной атмосферой, 
содержащей 5% CO2.

Подготовка ВИЧ-подобных псевдовирус-
ных частиц. Сборку ВИЧ-подобных псевдовирус-
ных частиц проводили согласно ранее опублико-
ванной методике [17]. Для этого клетки HEK 293Т 
котрансфицировали тремя плазмидами: pLTRLuc, 
кодирующей люциферазу светлячка, pCMVΔ8.2R 
или pCMVΔ8.2R-mut, содержащей соответствующие 

мутации в гене ИН, и pCMV-VSVG, используя каль-
ций-фосфатную трансфекцию. Через 48 ч собирали 
супернатанты, псевдовирусы концентрировали 
центрифугированием при 30 000 g в течение 2 ч и 
ресуспендировали в PBS. Уровень р24 определяли 
с помощью ИФА-набора ВИЧ-1 «р24-антиген» («Век-
тор Бест», Россия).

Трансдукция клеток. Клетки HEK 293Т инфи-
цировали добавлением псевдовирусов в клеточ-
ную среду в конечной концентрации 100  пг  р24 
на 105 клеток. Клетки собирали через 24 ч после 
инфицирования, подсчитывали количество клеток 
и измеряли активность люциферазы в клеточных 
лизатах с использованием считывателя микро-
планшетов SYNERGY H1 («BioTek», США) и набора 
системы анализа люциферазы («Promega», США). 
Полученные данные нормализовали по количе-
ству клеток.

Количественный ПЦР. Через 24 ч после транс-
дукции клеток HEK 293Т псевдовирусными части-
цами выделяли суммарную фракцию ДНК и опре-
деляли количество общей и интегрированной 
вирусной ДНК, как описано ранее [18].

Экспрессия и выделение ИН с GST-тагом. Для 
получения ИН_wt и ее мутантных форм ИН_I182A, 
ИН_R187A и ИН_K188A, несущих N-концевую GST-
метку, клетки CodonPlus Escherichia coli BL21(DE3) 
трансформировали плазмидой, кодирующей 
GST-IN (pGGW-GST-IN) или ее мутантным вариан-
том; ночную культуру (10 мл) переносили в 300 мл 
среды 2,5%  LB («VWR», США), и культуру клеток 
выращивали до поглощения 0,8 при 600 нм. Экс-
прессию рекомбинантного белка индуцировали 
добавлением 1  мМ  ИПТГ, продукцию белка осу-
ществляли в течение 16 ч при 18 °С. Затем клетки 
центрифугировали (40 мин, 4 °С, 4000 об./мин), ре-
суспендировали в 80 мл буфера А (50 мМ Tris-HCl 
(рН 7,8); 1 М NaCl; 10% глицерин; 4 мМ β-меркапто-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Последовательность праймеров (5′→3′)

I182As сcccttttcttttaaaattgtgggcgaatactgccatttgtactgctg

I182Aas сagcagtacaaatggcagtattcgcccacaattttaaaagaaaagggg

R187As аatggcagtattcatccacaattttaaagcaaaaggggggattggg

R187Aas cccaatccccccttttgctttaaaattgtggatgaatactgccatt

K188As ccccaatcccccctgctcttttaaaattgtggatgaatactgc

K188Aas gcagtattcatccacaattttaaaagagcaggggggattgggg

U5B gtgtggaaaatctctagcagt

U5B-2 gtgtggaaaatctctagca

U5A actgctagagattttccacac
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этанол) и подвергали обработке ультразвуком. По-
сле этого нерастворимый клеточный дебрис уда-
ляли центрифугированием (30 мин, 4 °С, 10 000 g), 
а супернатант добавляли к  1  мл глутатион-сефа-
розы («Thermo Scientific», США), уравновешенной 
буфером А, и инкубировали 3 ч при 4 °С. Затем 
смолу трижды промывали 50 мл буфера А. Белок 
элюировали 1 мл буфера Б (50 мМ Tris-HCl (рН 7,8); 
1 М NaCl; 10% глицерин; 4 мМ β-меркаптоэтанол; 
50 мМ глутатион) в нескольких фракциях. Элюаты 
белков диализировались в буфере A. Перед замо-
раживанием к образцам был добавлен глицерин 
до концентрации 20%.

Анализ обмена субъединиц ИН. Анализ 
субъединичного обмена был выполнен, как 
описано ранее  [19]. Смешивали ИН c GST-тагом 
(100  нМ) и ИН с His6-тагом (100 или 200  нМ) и 
инкубировали в буфере  B (20  мМ  HEPES (pH  7,5); 
100  мМ  NaCl; 7,5  мМ  MgCl2; 2  мМ  β-меркаптоэта
нол и 0,1% (v/v) NP-40) в течение 60 мин при ком-
натной температуре. Образцы центрифугировали 
в течение 2  мин при 1000 g для удаления неспе-
цифических агрегатов. Супернатанты инкубиро-
вали c глутатион-сефарозой, предварительно об-
работанной 0,1 мг/мл БСА, в течение 60 мин при 
комнатной температуре. После инкубации смолу 
промывали, а связанные белки элюировали буфе-
ром  Г (50  мМ  Tris-HCl (рН  6,8); 1%  SDS; 10%  гли- 
церин; 100 мМ β-меркаптоэтанол; 0,0025% бромфе-
ноловый синий). Элюат анализировали с помощью 
вестерн-блота.

Получение радиоактивно меченых субстра-
тов ИН и TAR-РНК. Для получения радиоактивно 
меченых ДНК-субстратов ИН и TAR-РНК проводили 
5′-фосфорилирование 10 пмоль олигонуклеотидов 
U5B, U5B-2 или TAR-РНК, используя 2 пмоль [γ-32P]
АТФ и Т4-полинуклеотидкиназу (10  единиц ак-
тивности), в течение 60  мин при  37 °С. Реакцию 
останавливали добавлением 2 мкл 0,25 М ЭДТА, 
добавляли 10  пмоль комплементарного олиго-
нуклеотида  U5A (только для получения ДНК-суб-
стратов ИН) и 20 мкл 3M CH3COONa; объем смеси 
доводили до 100  мкл milli-Q H2O. Затем Т4-поли-
нуклеотидкиназу экстрагировали 100  мкл смеси 
фенол/хлороформ/изоамиловый спирт (25/24/1), и 
радиоактивно меченый ДНК-субстрат или TAR-РНК 
осаждали спиртом. Радиоактивность измеряли по 
Черенкову на счетчике Delta-300 («Tracor», Нидер-
ланды).

Определение каталитической активности ИН.  
Для реакции 3′-концевого процессинга использова-
ли 5 нМ ДНК-дуплекс [5′-32Р] U5B/U5A; для реакции 
переноса цепи – 10 нМ ДНК-дуплекс [5′-32Р] U5B-2/
U5A. Эти дуплексы инкубировали со 100–800 нМ 
ИН в буфере, содержащем 20  мМ  Hepes (pH 7,2), 
7,5 мМ MgCl2 и 1 мМ ДТТ, при 37 °С в течение 1 ч, 
как описано в работе Shadrina et al. [20]. ДНК осаж-

дали и анализировали электрофорезом в 20%-ном 
денатурирующем  ПААГ. Гель визуализировали 
на приборе GE  Typhoon FLA  9500 PhosphorImager 
(«Molecular Dynamics», США). Эффективность 
3′-концевого процессинга определяли по соотноше-
нию интенсивностей полос, соответствующих U5B 
и  U5B-2; переноса цепи  – полос, соответствую-
щих  U5B-2 и более высоко идущим продуктам с 
использованием программы ImageQuantTM 5.0.

Анализ взаимодействия ИН с ДНК-субстра-
том и TAR-РНК методом торможения в геле. Ин-
кубировали 5 нМ 32Р-меченные ДНК-субстрат U5B/
U5A или TAR-РНК с белками ИН_wt, ИН_I182_A, 
ИН_R187A и ИН_K188A в концентрации, возраста-
ющей в интервале от 0 до 500 нМ, в 20 мкл буфе-
ра (20 мМ Hepes (pH 7,2); 7,5 мМ MgCl2; 1 мМ ДТТ; 
10% глицерин; 50 мМ NaCl) в течение 30 мин 
при  20 °C, после чего смеси помещали в лед.  
Сформированные комплексы анализировали ме-
тодом гель-электрофореза в 8%-ном ПААГ при 60 V 
в течение 3–4 ч в буфере, содержащем 20 мМ Tris-
acetate (pH 7,2) и 7,5 мМ MgCl2, при 4 °C. Гель вы- 
сушивали и визуализировали на приборе 
GE Typhoon FLA 9500 PhosphorImager. Определяли 
эффективность образования комплекса ИН/TAR-
РНК или ИН/ДНК в  (%) при изменении концен-
трации фермента с использованием программы 
ImageQuantTM 5.0. Данные, полученные по резуль-
татам трех экспериментов, аппроксимировали 
с помощью уравнения (1):

[эффективность образования комплекса, %] =

= 
Bmax ⋅ [ИН]
KД + [ИН] ,	

(1)

c использованием программы GraphPad Prism 8.0.1, 
где Вmax  – максимальная эффективность связыва-
ния, [ИН] – концентрация ИН в нМ, KД – константа 
диссоциации в нМ, и рассчитывали значения кон-
станты диссоциации KД.

Анализ взаимодействия ИН с ОТ методом  
соосаждения. Для оценки взаимодействия ИН_wt 
и ее мутантов ИН_I182A, R187A, K188A c  ОТ ис-
пользовали метод соосаждения белков на глута-
тион-сефарозе. Для этого ИН с GST-тагом полу-
чали, как описано выше, но не элюировали с 
глутатион-сефарозы. Для определения количества 
иммобилизованной ИН фракции глутатион-сефа-
розы (10, 20, 30 мкл) обрабатывали элюирующим 
буфером, содержащим 50 мМ Tris-HCl (pH 6,8), 
1% SDS, 10% глицерина, 100 мМ β-меркаптоэтанол, 
~0,0025%  бромфеноловый синий, нагревали до 
90 °C в течение 5 мин и анализировали с помощью 
гель-электрофореза в 12%-ном ПААГ по Лэммли. 
Гель прокрашивали Кумасси, и количество ИН 
оценивали относительно нанесенных на этот же 
гель образцов ИН с известной концентрацией.  
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Далее, количество глутатион-сефарозы, содержа-
щее 50 пмоль ИН, инкубировали с 50 пмоль His6-ОТ 
в 250 мкл буфера, содержащего 20 мМ Hepes 
(pH 7,5), 2 мМ MgCl2, 100 мМ NaCl, 27,5 мМ CH3COOK, 
0,5% (w/v) Triton X-100, при 4 °C в течение 30 мин 
при перемешивании. После этого смолу дважды 
отмывали 600 мкл того же буфера. Связанные со 
смолой белки элюировали буфером, содержащим 
50 мМ Tris-HCl (pH 6,8), 1% SDS, 10% глицерина, 
100 мМ β-меркаптоэтанол, ~0,0025%  бромфеноло-
вый синий, при нагревании до 90 °C в течение 
5 мин и разделяли в 12%-ном ПААГ по Лэммли с 
последующим вестерн-блот-анализом.

Вестерн-блот-анализ. Образцы белка анали-
зировали на наличие GST- или His6-метки с кро-
личьими анти-GST («Sigma», США) и мышиными 
анти-His6-антителами («Sigma») соответственно. 
В  качестве вторичных антител использовали 
конъюгированные с пероксидазой хрена антитела 
к мыши («Sigma») и к кролику («Sigma») соответ-
ственно. Визуализацию специфических белковых 
полос осуществляли с использованием субстрата 
Clarity Western  ECL («Bio-Rad», США) с помощью 
прибора ChemiDoc MP («Bio-Rad»).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние аминокислотных замен I182A, R187A  
и K188A в составе интегразы на эффективность 
ранних стадий репликации ВИЧ-1. Для анализа 
роли аминокислот I182, R187 и K188 ИН в репли-
кации вируса мы использовали VSV-G-псевдотипи-
рованный репликативно некомпетентный вектор 
на основе ВИЧ-1  [17], который является удобной 
моделью для изучения ранних этапов жизненного 
цикла вируса: обратной транскрипции и интегра-
ции. Сборка псевдовирусных частиц осуществля-
лась путем трансфекции клеток HEK  293T тремя 
плазмидами, кодирующими: 1) G-белок вируса 
везикулярного стоматита  (VSV), 2) геном псевдо-
вируса, в котором вирусные гены заменены на 
репортерный ген люциферазы светлячка, находя-
щийся под контролем вирусного LTR-промотора, 
3) структурные белки для формирования капсида 
вирусной частицы и ферменты ВИЧ-1. Для полу-
чения векторов с мутантными вариантами  ИН, 
содержащими замены исследуемых аминокислот 
на аланин, в плазмиду, кодирующую  ИН, вводи-
лись соответствующие мутации методом сайт-
направленного мутагенеза. У  всех полученных 
вирусных частиц определяли уровень р24. Клетки 
HEK 293Т трансдуцировали, добавляя псевдовирус-
ные частицы в конечной концентрации 100 пг р24 
на 105 клеток (при этом множественность инфек-
ции  (MOI) была равна единице). За  эффективно-
стью трансдукции клеток HEK 293T псевдовирус-

ными частицами следили по уровню экспрессии 
люциферазы светлячка.

Для всех псевдовирусов с мутантными вари-
антами ИН мы обнаружили снижение продукции 
люциферазы, по сравнению с вектором, содержа-
щим ИН дикого типа (ИН_wt) (рис.  1). Наиболь-
ший эффект оказывала мутация  R187A  – сигнал 
люминесценции был снижен в  50  раз. Эти дан-
ные согласуются с описанными ранее в рабо-
тах Takahata et al. [21] и Lu et al. [22]. Замена I182A 
также оказывала существенное влияние на репли-
кацию вируса – сигнал люминесценции снижался 
в  10  раз. Замена  K188A приводила к снижению 
продукции люциферазы в 1,5 раза. Таким образом, 
можно сказать, что исследуемые нами аминокис-
лоты ИН действительно играют важную роль на 
ранних этапах репликации ВИЧ-1 – обратной тран-
скрипции или интеграции ВИЧ-1.

Влияние аминокислотных замен в инте-
гразе на стадии обратной транскрипции и ин-
теграции. Для выяснения конкретной стадии, 
на которую влияют замены I182А, R187А и K188А 
в структуре  ИН, использовали метод Alu-специ-
фичного ПЦР [18] и измеряли уровень тотальной 
вирусной кДНК и интегрированной кДНК в клет-
ках после трансдукции псевдовирусными части-
цами дикого типа и с заменами в  ИН  (рис.  2).  

Рис. 1. Относительный уровень люминесценции 
люциферазы светлячка в клетках, трансдуцирован-
ных псевдовирусами с ИН дикого типа (ИН_wt) и 
ее мутантными вариантами: ИН_I182A, ИН_R187A 
и  ИН_K188A. Сигнал люциферазы измеряли через 
24  ч после трансдукции, и результаты нормализова-
ли на экспрессию люциферазы псевдовируса с ИН_wt. 
Представлены средние значения трех независимых 
экспериментов. Значимость определялась двусторон-
ним дисперсионным анализом с поправкой Шидака 
на множественные сравнения; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Изменение уровня всей вирусной кДНК указыва-
ет на изменение эффективности обратной тран-
скрипции, а интегрированной кДНК – интеграции.

Оказалось, что замена R187A приводит к сни-
жению эффективности обеих стадий: обратной 
транскрипции и интеграции. При этом влияние 
замены R187A на интеграцию оказалось сильнее: 
количество интегрированной вирусной кДНК сни-
жалось в 10 раз, а общей вирусной кДНК – только 
в 1,8 раз. Замена  I182A влияла только на стадию 
интеграции, снижая количество интегрированной 
кДНК в 3 раза. Замена K188A приводила к сниже-
нию количества общей вирусной кДНК в 1,5 раза 
и практически не влияла на стадию интеграции. 
Детектируемое незначительное уменьшение 
уровня интегрированной ДНК, скорее всего, свя-
зано с пониженным уровнем тотальной вирус-
ной ДНК (рис. 2, a).

Таким образом, аминокислотные замены 
I182А, R187А и K188А в составе ИН влияют на раз-
ные этапы репликации вируса. Для выяснения 
причин этого влияния мы проанализировали 
эффект этих замен на каталитическую актив-
ность  ИН, ее способность связывать ДНК и РНК, 
а также на ее взаимодействие с ОТ.

Характеристика каталитической активно-
сти мутантных вариантов ИН. Для исследования 
влияния аминокислотных замен на свойства ИН 
методом сайт-направленного мутагенеза были 
получены векторы для прокариотической экс-
прессии вариантов  ИН с заменами I182A, R187A 
и  K188A. Все мутантные белки содержали на 
N-конце His6-таг для очистки на Ni-NTA-агарозе. 

Степень чистоты полученных препаратов ИН со-
ставила не менее 90%.

В процессе репликации вируса ИН осущест-
вляет две последовательные реакции: 3′-концевой 
процессинг, при котором происходит отщепле-
ние динуклеотида  GT с 3′-концов вирусной ДНК, 
и перенос цепи, который заключается во встраи-
вании процессированной вирусной ДНК в кле-
точную  ДНК. Обе эти реакции можно имитиро-
вать in vitro по стандартным методикам [20]. Для 
проведения реакции 3′-процессинга in vitro был 
использован дуплекс [5′-32P]  U5B/U5A, последова-
тельность которого соответствует концевой по-
следовательности фрагмента  U5 вирусной кДНК. 
На 5′-конец процессируемой цепи U5B, которая в 
результате реакции превращалась в укороченный 
на два нуклеотида продукт, была введена радио-
активная метка. В реакции переноса цепи в каче-
стве и субстрата, и мишени использовался дуплекс 
[5′-32Р]  U5B-2/U5A, в котором цепь  U5B уже была 
укорочена на два нуклеотида (U5B-2).

Мы проверили каталитическую активность 
мутантных вариантов ИН в реакции 3′-процессин-
га  (рис.  3,  а) и переноса цепи  (рис.  3,  б), исполь-
зуя разные концентрации белка. Каталитическая 
активность ИН_K188A сохранялась на уровне фер-
мента дикого типа (ИН_wt) (рис. 3, а – дорожки 4, 5 
и 2, 3 соответственно; рис. 3, б – дорожки 2, 3 и 8, 9 
соответственно). Активность ИН_I182A была сни-
жена на  50% по сравнению с ИН дикого типа 
(рис. 3, а – дорожки 6–9; рис. 3, б – дорожки 4, 5). 
ИН_R187A оказалась каталитически не активна в 
реакции переноса цепи  (рис. 3, б  – дорожки 6, 7) 

Рис. 2. Относительное количество общей вирусной кДНК  (а) и интегрированной вирусной кДНК  (б) после 
трансдукции клеток HEK 293T псевдовирусами с ИН_wt и мутантными белками. Представлены средние зна-
чения трех независимых экспериментов. Значимость определялась двусторонним дисперсионным анализом 
с поправкой Шидака на множественные сравнения; *** p < 0,001; ns – не значимо
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и проявляла не более 10% активности по сравне-
нию с ИН_wt в реакции 3′-процессинга (рис. 3, а – 
дорожки 10–13).

Характеристика ДНК-связывающей актив-
ности мутантных вариантов ИН. Каталитическая 
активность ИН зависит как от структуры ее актив-
ного центра, так и от способности связывать ДНК-
субстрат. Мы проверили способность мутантных 
вариантов ИН связывать 21-звенный ДНК-субстрат 
(дуплекс [5′-32P]  U5B/U5A). На  рис. 4, а и в табл. 2 
представлены результаты связывания ДНК-суб-
страта для всех исследуемых вариантов ИН, полу-
ченные методом торможения в геле.

Все исследуемые аминокислотные замены ока-
зывали влияние на эффективность образования 

комплекса ИН с ДНК-субстратом, однако это влия-
ние заметно различалось (рис. 4, а). Замена R187A 
вызвала очень сильное снижение эффективно-
сти связывания ДНК – KД увеличилась более чем 
в 13 раз по сравнению с ИН дикого типа (табл. 2). 
Замена I182A тоже ухудшала связывание ДНК, но в 
меньшей степени – KД возросла почти в 9 раз. При 
этом, несмотря на 100-кратный избыток белков, по 
сравнению с ДНК, нам не удалось достичь 100%-
ной эффективности образования комплекса  ИН 
с ДНК. Замена K188A не оказывала заметного влия-
ния на эффективность связывания субстрата – КД 
была в 2,4 раза выше, чем для ИН дикого типа, но 
эта мутация не препятствовала 100%-ному связы-
ванию ДНК уже при концентрации ИН 350–400 нМ.

Рис. 3. Электрофоретический анализ каталитической активности ИН_wt и мутантов ИН_I182A, ИН_R187A, 
ИН_K188A в реакциях 3′-процессинга (а) и переноса цепи (б). а – Дуплекс U5B/U5A без ИН (дорожка 1); в присут-
ствии ИН_wt (дорожки 2, 3); в присутствии ИН_K188A (дорожки 4, 5); в присутствии ИН_I182A (дорожки 6–9); 
в присутствии ИН_R187А (дорожки 10–13). Реакцию проводили с 5 нМ ДНК-дуплексом и увеличивающимися 
концентрациями ИН: 100 нМ (дорожки 2, 4, 6, 10); 200 нМ (дорожки 3, 5, 7, 11); 400 нМ (дорожки 8, 12) и 800 нМ 
(дорожки 9, 13). б – Дуплекс U5B-2/U5A без ИН (дорожка 1); в присутствии ИН_wt (дорожки 2, 3); в присутствии 
ИН_K182A (дорожки 4, 5); в присутствии ИН_I187A (дорожки 6, 7); присутствии ИН_R188А (дорожки 8, 9). Реак-
цию проводили с 10 нМ ДНК-дуплексом и концентрациями ИН: 100 нМ (дорожки 2, 4, 6, 8) и 200 нМ (дорож-
ки 3, 5, 7, 9)

Таблица 2. Константы диссоциации комплексов ИН с ДНК и РНК

ИН ИН_wt ИН_I182A ИН_R187A ИН_K188A

KД (ИН/ДНК), нМ 25 ± 3 220 ± 60 330 ± 20 60 ± 5

KД (ИН/РНК), нМ 21 ± 5 67 ± 17 82 ± 12 36 ± 3
Примечание. Приведено среднее значение со стандартным отклонением, полученное по результатам как ми-
нимум трех независимых экспериментов.
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Характеристика РНК-связывающей актив-
ности мутантных ИН. Установлено, что ИН непо-
средственно взаимодействует с вирусной геном-
ной РНК, и аминокислотные замены в ИН, которые 
ухудшают это связывание, приводят к образова-
нию неинфекционных вирионов [6, 23]. При этом 
ИН проявляет явное предпочтение к отдельным 
структурным элементам вирусной РНК, например, 
к шпильке TAR (Trans Activation Response) [7].

Мы проверили, как замены I182A, R187A 
и  K188A в  ИН влияют на ее РНК-связывающую 
способность. Для этого мы использовали фраг-
мент РНК ВИЧ-1 – TAR-РНК, к которой, как указано 
выше, ИН имеет повышенное сродство. Оказалось, 
что, как и в случае с ДНК, все мутации снижали 
эффективность связывания, однако это снижение 
было не столь сильным (рис. 4, б). Для ИН_I182A и 
ИН_R187A KД увеличивалась в 3,1 и в 3,9 раз соот-
ветственно, а замена  K188A снижала эффектив-
ность связывания в 1,7 раза (табл. 2).

Влияние замен I182A, R187A, K188A на взаи-
модействие ИН с обратной транскриптазой. Для 

проверки влияния аминокислотных замен в  ИН 
на ее взаимодействие с ОТ использовали рекомби-
нантные белки: ИН с GST-тагом и ОТ с His6-тагом. 
ОТ  инкубировали с разными вариантами  ИН, 
затем проводили осаждение образовавшихся 
комплексов на глутатион-сефарозе и с помощью 
вестерн-блот-анализа определяли количество ОТ, 
соосажденной с ИН_wt и всеми мутантными бел-
ками. Оказалось, что ни одна из аминокислотных 
замен в ИН не оказывает заметного влияния на ее 
взаимодействие с ОТ (рис. 5).

Влияние замен I182A, R187A, K188A в ИН на 
ее мультимеризацию. Предполагается, что ИН 
ВИЧ-1 является структурно-динамичным белком 
и способна образовывать множество олигомер-
ных форм в растворе. В связи с этим мы исследо-
вали, как замены I182A, R187A и K188A влияют на 
динамическое равновесие между субъединица-
ми ИН. Для этого мы использовали метод обмена 
субъединицами, аналогичный предложенному в 
работе McKee et al. [19]. ИН_wt c GST-тагом инкуби-
ровали с ИН_wt или мутантными вариантами ИН,  

Рис. 4. Влияние аминокислотных замен I182A, R187A и K188A в ИН на эффективность ее связывания с ДНК-суб-
стратом и с TAR-РНК. a – Кривые связывания ИН с ДНК-дуплексом U5B/U5A, полученные методом торможения 
в геле. 5 нМ ДНК-субстрат инкубировали с ИН в разных концентрациях: 0, 25, 50, 100, 200 и 500 нМ. б – Кривые 
связывания ИН с TAR-РНК, полученные методом торможения в геле. 5 нМ TAR-РНК инкубировали с ИН в раз-
ных концентрациях: 0, 25, 50, 100, 200, 500 нМ
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содержащими His6-таг, затем проводили осаж-
дение образовавшихся комплексов на глутати-
он-сефарозе и с помощью вестерн-блот-анализа 
определяли количество соосажденного белка с 
His6-тагом, который должен соосаждаться, только 
если эффективно происходит обмен субъедини-
цами. Оказалось, что только замена  R187A нару-
шала динамический обмен между субъединицами 
(рис. 6; дорожки 5 и 6), замены аминокислот I182 
и K188 ему не препятствовали (рис. 6; дорожки 3, 4 
и 7, 8 соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Аминокислоты каталитического домена  ИН, 
находящиеся на стыке взаимодействия с N-кон-
цевым доменом, в том числе консервативный 
мотив  186KRK188, давно являются предметом 
исследований. Предполагалось, что этот мотив 
является сигналом ядерной локализации ИН [24]. 
Однако это предположение еще в 2000 году было 
опровергнуто, и было показано, что мутации в 
этом регионе приводят к существенному сни-
жению эффективности обратной транскрип-
ции  [25]. Это подтверждалось и в последующих 

работах [6, 22]. В ряде работ установлено участие 
аминокислот этого региона в мультимеризации 
ИН  [12, 15, 19, 26], и именно с этим связывалось 
их влияние на репликацию вируса. Elliott et al. [6] 
и Kessl et al. [7] показали, что нарушение тетраме-
ризации ИН, вызванное мутациями R187A и K188E, 
препятствует ее связыванию с вирусной РНК, что 
приводит к нарушению морфологии вириона и за 
счет этого влияет на репликацию вируса. Влия-
ние на мультимеризацию  ИН остатка  I182 спе-
циально не изучалось, но было обнаружено, что 
замена  I182А снижает эффективность обратной 
транскрипции [21].

Мы решили более детально выяснить при-
чины ухудшения обратной транскрипции при 
заменах аминокислот, находящихся на стыке 
взаимодействия каталитического и N-концевого 
доменов двух димеров  ИН в структуре ее тетра-
мера, и выбрали аминокислоты I182, R187 и K188. 
По данным рентгеноструктурного анализа, все они 
направлены в сторону N-концевого домена другой 
субъединицы [PDB 5U1C [13]] и, следовательно, мо-
гут участвовать в образовании тетрамера (рис. 7). 
Все исследуемые аминокислоты были заменены 
на аланин, поскольку мы посчитали, что исполь-
зованная ранее замена K188E [6] может слишком 

Рис. 5. Анализ взаимодействия  ОТ с  ИН дикого типа (ИН_wt) и с заменами I182A, R187A, K188A, содержащи-
ми N-концевой GST-таг, методом соосаждения на глутатион-сефарозе. ОT  при отсутствии  ИН (дорожка 1); 
ОT в присутствии ИН_wt (дорожка 2); ОT в присутствии ИН_I182A (дорожка 3); ОT в присутствии ИН_R187A (до-
рожка 4); ОT в присутствии ИН_K188A (дорожка 5). Инкубация ИН и ОТ в концентрации 250 нM проводилась  
в течение 30 мин при 4 °С

Рис. 6. Анализ эффективности обмена субъединицами для ИН_wt и с заменами I182A, R187A и K188A. 100 нМ 
GST-ИН инкубировали в течение 2 ч при комнатной температуре с белками, содержащими His6-таг: ИН_wt (до-
рожки 1, 2), ИН_K182A (дорожки 3, 4), ИН_I187A (дорожки 5, 6), ИН_R188А (дорожки 7, 8). Концентрации белков 
с His6-тагом: 100 нМ (дорожки 1, 3, 5, 7) и 200 нМ (дорожки 2, 4, 6, 8). Дорожка 9 – контроль без GST-ИН
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сильно менять общую структуру  ИН и не позво-
ляет выяснить роль только одной аминокислоты.

В первую очередь с использованием псевдо-
вирусных частиц мы подтвердили, что эти амино-
кислоты действительно важны для эффективной 
репликации вируса. Однако при определении 
стадии, которая нарушается при заменах иссле-
дуемых аминокислот, выяснилось, что не все за-
мены влияют на обратную транскрипцию. Заме-
на  R187А существенно снижала эффективность 
обратной транскрипции, замена K188A вызывала 
незначительное снижение, а замена I182A вообще 
не влияла на эту стадию. Помимо этого, мы впер-
вые установили, что замены I182A и R187А сильно 
снижают эффективность интеграции (рис. 2). Для 
того чтобы выяснить причины такого поведения 
мутантных псевдовирусов, мы получили реком-
бинантные варианты ИН с этими же заменами 
и исследовали их свойства.

В соответствии с литературными данными [6], 
замена  R187A приводила к нарушению мульти-
меризации  ИН  (рис.  6) и существенно снижала 
аффинность ИН к РНК (рис. 4, б; табл. 2). Именно 
эти два фактора, очевидно, объясняют зафиксиро-
ванную в нашей работе низкую эффективность об-
ратной транскрипции в случае этой замены в ИН. 
Отметим, однако, что мы не обнаружили влияния 
замены R187A на связывание ИН с ОТ (рис. 5). Это 
указывает на необязательность мультимерного 
состояния ИН для ее взаимодействия с ОТ. Кроме 
того, мы впервые установили, что замена  R187A 
очень сильно подавляет способность  ИН связы-
вать ДНК-субстрат (рис. 4, а) и, соответственно, ка-
тализировать встраивание вирусной ДНК в геном 
клетки  (рис.  2,  б). Столь драматическое влияние 
замены R187A на функции ИН можно объяснить 
двумя причинами. Так, гуанидиновая группа 
остатка R187 может образовывать бидентантные 

Рис. 7. Расположение аминокислот I182, R187 и K188 в структуре ИН (по данным Passos et al. [13] (PDB 5U1C)). 
а – Структура тетрамера ИН ВИЧ-1. Разными цветами отмечены отдельные субъединицы ИН. б – Прямоуголь-
ником выделено и увеличено место расположения аминокислот I182, R187 и  K188 (выделены ярко-желтым) 
каталитического домена одной субъединицы (выделен зеленым) и N-концевого домена другой субъединицы 
(выделен бирюзовым). в–д – Окружение аминокислот I182, R187 и K188 соответственно
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водородные связи [27] с карбонильным кисло-
родом боковой цепи остатка N18 (рис. 7, г). Одна-
ко более вероятно альтернативное образование 
водородных связей гуанидиновой группировки с 
карбонильным кислородом в пептидной цепи у 
остатка H16, которое раньше было предсказано в 
работах Hare et al. [12] и Passos et al. [13]. Этот оста-
ток гистидина входит в состав важного структур-
ного HHCC-мотива N-концевого домена ИН. Кроме 
того, предсказана водородная связь остатка R187 с 
вирусной ДНК [13]. Именно поэтому замена R187A 
оказывает такое существенное влияние. Таким 
образом, аминокислота R187 несет важную функ-
цию, обеспечивающую правильную структуру ИН, 
необходимую как для каталитических, так и нека-
талитических ее функций.

В отличие от замены R187A, замена K188A не 
влияла на эффективность интеграции, что согла-
суется с тем, что ИН_K188A проявляла такую же 
каталитическую активность в реакциях 3′-про-
цессинга и переноса цепи, как и ИН_wt (рис. 3), 
хотя мы и наблюдали незначительное снижение 
аффинности ИН_K188A к ДНК-субстрату  (табл. 2). 
Небольшое снижение количества интегрирован-
ной ДНК (рис. 2) является следствием некоторого 
снижения уровня общей вирусной ДНК, вызван-
ного заменой  K188A, что согласуется с данными 
литературы [6]. Учитывая, что мы не обнаружили 
влияния замены K188A ни на связывание ИН с 
обратной транскриптазой, ни на мультимериза-
цию ИН, объяснить негативное влияние этой за-
мены на обратную транскрипцию можно только 
некоторым снижением аффинности ИН_К188А к 
TAR-РНК (табл. 2). Аминогруппа K188 может обра-
зовывать солевой мостик с карбоксильной груп-
пой D25 из N-концевого домена (рис. 7, д). Очевид-
но, это взаимодействие важно для правильного 
связывания РНК. Можно предположить, что заме-
на K188A влияет не столько на способность ИН свя-
зывать РНК (аффинность падает незначительно), 
сколько на правильную структуру РНК-белкового 
комплекса. Соответственно, нарушение структуры 
этого комплекса изменяет морфологию вирусных 
частиц, что и вызывает ухудшение обратной тран-
скрипции [6]. Надо, однако, заметить, что это нару-
шение крайне незначительно и приводит лишь к 
небольшому снижению уровня вирусной тоталь-
ной кДНК.

Наиболее неожиданные результаты были 
получены при анализе роли  I182 в функцио-
нировании  ИН. В  нашей работе, как и в работе 
Takahata  et  al.  [21], замена  I182A существенно 
снижала инфекционность вируса, но не за счет 
ухудшения обратной транскрипции, а за счет низ-
кой эффективности интеграции  (рис.  2). Анализ 
свойств рекомбинантного белка ИН_I182А пока-
зал, что у него существенно понижена ДНК-свя-

зывающая способность (табл. 2) и каталитическая  
активность  (рис.  3). Это хорошо объясняет низ-
кий уровень интегрированной кДНК  (рис. 2, б). 
Вероятно, это происходит из-за нарушения гидро
фобных взаимодействий боковой цепи I182 с Y15, 
которые важны для формирования правильной 
структуры ИН. Заметим, однако, что структурные 
нарушения, вызванные заменой  I182A, не столь 
серьезны, как при замене  R187А. Замена  I182A 
не нарушает мультимеризацию  ИН (в отличие 
от  R187А) и не влияет на ее связывание с  ОТ.  
Интересно, что замена I182A приводит к 3-кратно-
му снижению аффинности ИН к TAR-РНК (табл. 2), 
но никак не влияет на эффективность обратной 
транскрипции. Возможно, ИН_I182A связыва-
ет РНК хуже, но структура образующихся комплек-
сов такова, что не нарушает морфологию вирус-
ных частиц, и, соответственно, мы не наблюдаем 
снижения уровня тотальной вирусной кДНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ИН ВИЧ-1 – это один из основных ферментов 
вируса, поэтому ее структура и функции являются 
предметом исследований на протяжении мно-
гих лет. В  результате появляются все новые дан-
ные, доказывающие многообразие функций этого 
фермента. Однако некаталитические функции  
ИН ВИЧ-1 все еще остаются недостаточно изучен-
ными. Предполагалось, что замены исследуемых 
нами аминокислот I182, R187 и K188, находящихся 
на стыке каталитического и N-концевого доменов 
двух разных субъединиц  ИН, влияют именно на 
ее некаталитические функции, т.е. относятся к так 
называемому II классу мутаций ИН, в отличие от 
мутаций I  класса, влияющих на каталитические 
функции. Однако мы можем сделать вывод, что не 
всегда можно провести четкую границу и отнести 
мутации к тому или иному классу. Мы установи-
ли, что аминокислота R187 важна для репликации 
вируса как на стадии обратной транскрипции, так 
и интеграции, т.е. как для некаталитической, так 
и для каталитической функции ИН. Аминокисло-
та K188 оказалась важна для успешного протека-
ния обратной транскрипции, т.е.  замену K188A 
можно отнести к мутациям II класса. Для I182 ра-
нее было показано, что она важна для стадии об-
ратной транскрипции, но в нашем исследовании 
оказалось, что ее замена снижает эффективность 
интеграции. Следовательно, замена I182А, скорее, 
относится к мутациям I класса.
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ROLE OF I182, R187 AND K188 AMINO ACIDS OF THE CATALYTIC 
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The structural organization of HIV-1 integrase is based on a tetramer formed by two protein dimers. 
Within this tetramer, the catalytic domain of one subunit of the first dimer interacts with the N-ter-
minal domain of a subunit of the second dimer. It is the tetrameric structure that allows both ends of 
viral DNA to be correctly positioned relative to cellular DNA and to implement the catalytic functions 
of integrase, namely 3′-processing and strand transfer. However, during the HIV-1 replicative cycle, inte-
grase is responsible not only for the integration stage, it is also involved in reverse transcription and is 
necessary at the stage of capsid formation of newly formed virions. HIV-1 integrase is proposed to be a 
structurally dynamic protein and its biological functions depend on its structure. Accordingly, studying 
the interactions between the domains of integrase that provide its tetrameric structure is important 
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for understanding its multiple functions. In this work, we investigated the role of three amino acids of 
the catalytic domain I182, R187 and K188, located in the contact region of two integrase dimers in the 
tetramer structure, in reverse transcription and integration. It has been shown that the R187 residue is 
extremely important for the formation of the correct integrase structure, which is necessary at all stages 
of its functional activity. The I182 residue is necessary for successful integration and is not important 
for reverse transcription, while the K188 residue, on the contrary, is involved in the formation of the 
integrase structure, which is important for effective reverse transcription.

Keywords: human immunodeficiency virus type 1, integrase, integration, reverse transcription
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Фокальные контакты (ФК) – это механосенсорные структуры, которые способны преобразовывать 
физические стимулы в химические сигналы, управляющие миграцией клеток. Существует кор-
реляция между параметрами ФК и показателями клеточной подвижности для отдельных мигри-
рующих клеток. Однако какие именно параметры ФК являются критическими для движения эпи-
телиальных клеток в составе монослоя, остаётся неизвестным. Мы использовали прижизненную 
съёмку клеток для описания взаимосвязи между параметрами ФК и миграцией иммортализован-
ных эпителиальных кератиноцитов (HaCaT) и клеток карциномы лёгкого (A549) в условиях инги-
бирования или подавления транскрипции белков ФК винкулина и киназы фокальной адгезии 
(FAK). Чтобы оценить взаимосвязь между морфологией ФК и миграцией клеток, мы использовали 
субстраты разной эластичности в модели зарастания экспериментальной раны. ФК с максималь-
ной площадью и максимальная скорость миграции в рану, а также высокий уровень экспрессии 
мРНК FAK и винкулина были показаны для клеток на фибронектине, тогда как минимальная 
площадь ФК и замедление скорости миграции в рану были характерны для клеток на стекле. 
Как в нормальных, так и в опухолевых клетках подавление экспрессии винкулина приводило 
к уменьшению размера ФК и интенсивности их флуоресценции, однако не влияло на скорость 
миграции клеток внутрь раны. Подавление экспрессии или ингибирование активности FAK не 
влияло на размер ФК, однако снижало время жизни ФК и значительно замедляло скорость мигра-
ции клеток внутрь раны как в клетках HaCaT, так и в A549. Наши данные показывают, что опре-
деляющим параметром для миграции эпителиальных клеток в составе монослоя является время 
жизни ФК. Показанное влияние киназы FAK на скорость миграции клеток в составе монослоя де-
лает FAK многообещающей мишенью для противоопухолевой терапии аденокарциномы лёгких.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фокальные контакты, винкулин, FAK, аденокарцинома лёгкого, эксперимен-
тальная рана, миграция.

DOI: 10.31857/S0320972524030052 EDN: WKRGOU

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ФК – фокальные контакты; A549 – линия клеток кар-
циномы лёгкого человека; FAK – киназа фокальной адгезии (Focal Adhesion Kinase); HaCaT – иммортализован-
ные эпителиальные кератиноциты человека.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Фокальные контакты (ФК) представляют собой 
крупные мультибелковые комплексы, которые 
преобразуют физические сигналы из внеклеточ-
ного матрикса (ВКМ) в химические сигналы внут-

ри клетки и таким образом регулируют подвиж-
ность клеток. Так как ФК играют ключевую роль в 
передаче сигнала и генерации тянущего усилия в 
клетках, их формирование важно для различных 
типов клеточной миграции, включая 2D мигра-
цию по субстрату [1].
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Структура ФК универсальна для клеток раз-
личных типов тканей и включает три слоя: 
нижний сигнальный слой из интегринов, слой, 
отвечающий за механотрансдукцию, и слой с ре-
гуляторными актин-связывающими белками [2–4]. 
Киназа фокальной адгезии (FAK, Focal Adhesion 
Kinase) расположена в среднем слое и служит 
одним из ключевых сигнальных белков ФК благо-
даря как своей киназной активности, так и струк-
турирующим свойствам  [5]. После мобилизации 
и активации паксиллина в состав ФК киназа FAK 
взаимодействует с ним и связывает талин  [6,  7], 
далее эти белки начинают работать как плат-
форма для сборки зрелого ФК  [8]. В опухолевых 
клетках FAK играет важную роль в образовании 
метастазов, способствуя миграции и инвазии кле-
ток. Повышенная экспрессия FAK и её функцио-
нальная активация положительно коррелируют 
с частотой метастазирования, плохим прогнозом 
и худшей выживаемостью онкобольных  [9–11]. 
Многочисленные работы указывают на то, что FAK 
способствует выживаемости и пролиферации опу-
холевых клеток и регулирует их метаболизм, сти-
мулируя не только миграцию и инвазию клеток, 
но и другие процессы, способствующие развитию 
опухоли [12–15].

Важную роль в динамике ФК также играет 
жёсткость субстрата, по которому мигрируют клет-
ки, и его состав. Клетки на жёстких субстратах фор-
мируют более крупные ФК, при этом повышается 
экспрессия ключевых регуляторных и структур-
ных белков ФК, таких как паксиллин, винкулин 
или зиксин [16–19]. На эластичных 2D-субстратах 
и в мягких 3D-гелях у клеток обычно формируются 
ФК меньших размеров [20, 21]. В некоторых иссле-
дованиях описана корреляция между размером ФК 
и подвижностью клеток разных типов, например, 
одиночных фибробластов или миобластов [22, 23]. 
Тем не менее остаётся неизученным вопрос о том, 
как изменение параметров ФК, происходящее в от-
вет на сигналы от ВКМ или изменение экспрессии  
белков ФК, влияет на миграцию клеток в составе 
монослоя. В своей работе мы использовали цей-
траферную микроскопию для описания функцио-
нальной взаимосвязи между параметрами ФК и 
параметрами миграции клеток при изменении 
экспрессии белков ФК или эластичности субстра-
та в иммортализованных эпителиальных кера-
тиноцитах человека (HaCaT) и клетках аденокар-
циномы лёгкого (A549). В нашей работе впервые 
показано, что подавление экспрессии FAK-киназы 
в нормальных и опухолевых эпителиальных клет-
ках, мигрирующих в составе монослоя, приводит 
к статистически значимому уменьшению времени 
жизни ФК и замедляет направленное движение 
нормальных и опухолевых клеток в модели экспе-
риментальной раны.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеточных линий. Клетки 
линий A549 (клетки аденокарциномы базального 
эпителия лёгких), HaCaT (спонтанно иммортализо-
ванные кератиноциты человека) и HEK293T (эпи-
телий из эмбриональной почки человека) были 
получены из Американской коллекции типовых 
клеточных культур (ATCC, США) и культивирова-
лись в смеси сред DMEM и F12 («ПанЭко», Россия) в 
соотношении 1 : 1 с добавлением 10%-ной эмбрио-
нальной телячьей сыворотки («ПанЭко») и гента-
мицина (0,8 мг/мл) при температуре 37 °С во влаж-
ной атмосфере с 5%-ным содержанием СО2.

Подготовка поверхности культивирования и 
миграции клеток. Лунки планшета покрывались 
фибронектином, витронектином или поли-D-лизи-
ном из расчёта концентрации 5 мкг/см2 («Sigma-
Aldrich», США), лунки покрывали 150 мкл раствора 
и оставляли на час при 37 °С, после этого планшет 
оставляли на воздухе до полного высыхания в сте-
рильных условиях.

Модель экспериментальной раны. Клетки са-
жали на 6-луночные планшеты и культивировали 
до полной конфлюэнтности. Клеточный слой про-
царапывали концом носика стерильной пипетки 
на 10 мкл (ширина ≈350 мкм). Клеточный дебрис 
удаляли путём двукратного промывания средой 
DMEM без сыворотки. Клетки, мигрирующие в 
рану, снимали в режиме цейтраферной съёмки 
в течение 600 мин с интервалом в 10 мин между 
кадрами. Прижизненную съёмку проводили на 
инвертированном флуоресцентном микроскопе 
Zeiss AxioObserver под управлением программно-
го обеспечения Zen 3.1 Blue Edition, с объективом 
×20/1,6 (фазовый контраст) при 36,5–37 °C в CO2-не-
зависимой среде («Gibco», США) с использованием 
камеры Hamamatsu ORCA-Flash4.0 V2 («Hamamatsu 
Photonics», Япония). В каждой лунке было по 6 про-
царапанных ран, эксперимент повторили трижды. 
Каждое измерение проводилось в соответствии 
с методом, описанным Kauanova et al. [24].

РНК-Интерференция. Клетки карциномы 
лёгкого A549 трансфицировали миРНК к FAK и 
винкулину, а также контрольной миРНК (к GFP) 
с использованием трансфицирующего агента 
TurboFect («Thermo Fisher Scientific», США) в соот-
ветствии с инструкциями производителя. Коротко, 
в 35-мм чашках Петри клетки культивировали до 
65% конфлюентного монослоя, после чего добав-
ляли 100 пмоль миРНК на лунку (объёмное соот-
ношение трансфицирующего агента к миРНК 
составляло 3 : 1), через 12 ч инкубации среду с 
трансфекционными комплексами заменяли на 
свежую. Все миРНК были написаны с помощью 
программного обеспечения BLOCK-IT (https://
rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress) и син-
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тезированы в компании «ДНК-Синтез» (Россия). 
Последовательности миРНК приведены в табл. S1 
Приложения.

Выделение РНК и обратная транскрипция. 
Для выделения тотальной РНК использовали ком-
мерческий набор RNeasy Mini Kit («Qiagen», США), 
следуя рекомендациям производителя. Определе-
ние концентрации выделенной РНК проводили 
на спектрофотометре NanoPhotometer («Implen», 
Германия). Чистоту выделенной РНК контролиро
вали по А260/А230 и А260/А280-показателям спек-
тров поглощения. кДНК получали с помощью на-
бора iScript Advanced cDNA synthesis kit («Bio-Rad 
Laboratories», США) в соответствии с протоколом 
производителя, используя по 500 нг тотальной 
РНК на реакцию.

ПЦР в реальном времени. ПЦР-Анализ в 
реальном времени проводили на приборе CFX96 
(«Bio-Rad Laboratories) с использованием сме-
си iTaq Universal SYBR Green Supermix («Bio-Rad 
Laboratories») согласно инструкциям производите-
ля. Протокол реакции включал денатурацию (95 °С, 
10 мин), за которой следовали 39 циклов амплифи-
кации (95 °С, 15 с; X °С (точная температура отжига 
для каждой пары праймеров приведена в табл. S2 
Приложения), 30 с; и 72 °С, 60 с). Все образцы были 
поставлены в трипликате. Один из образцов кДНК 
вводился в каждый цикл количественной ПЦР 
(кПЦР) для калибровки и возможности дальней-
шего объединения данных в один эксперимент. 
Последовательности праймеров приведены в 
табл. S2 Приложения. Праймеры были синтезиро-
ваны в компании «ДНК-Синтез». Специфичность 
праймеров была подтверждена анализом кривых 
плавления. Значения Ct были определены для кри-
вых кПЦР в реальном времени путём установки 
порогового значения на уровне 5 SD (стандартных 
отклонений) для каждого эксперимента. Данные 
кПЦР были нормализованы в соответствии с ме-
тодикой, предложенной Vandesompele et  al.  [25], 
с использованием генов UBC и HPRT1 в качестве 
референтных.

Характеристика стабильных линий HaCaT 
и A549. Для получения клеточных линий HaCaT 
и A549 со стабильной экспрессией винкулина, 
меченного RFP, мы клонировали кДНК винкулина 
в лентивирусный вектор pSLIK, содержащий RFP 
в качестве репортера и пуромицин в качестве 
маркера селекции (ООО «Евроген», Россия). Ленти-
вирусный вектор был котрансфицирован во вспо-
могательные клетки HEK293 (ATCC #CRL-11268) при 
помощи трансфицирующего агента X-TremeGENE 
HP DNA («Sigma-Aldrich») в соответствии с прото-
колом производителя. Выделенные в среду вирус-
ные частицы собирали через 24 и 48 ч после транс-
фекции, а затем использовали для трансдукции 
клеток A549 и HaCaT. Титр вирусов определяли в 

экспериментах по серийному разведению вирус-
ных частиц, добавленных к 6 × 105 клеток HEK293Т, 
посаженных на 12-луночный планшет за 24 ч до 
трансдукции. Полибрен («Sigma-Aldrich») добав-
ляли в среду в конечной концентрации 8 мкг/мл. 
Клетки анализировали методом проточной цито-
метрии через 48 ч после трансдукции, и процент 
клеток, экспрессирующих RFP, использовали для 
расчёта количества трансдуцирующих единиц 
(TU) на мл. Для заражения клеток А549 и HaCaT к 
5 × 106 клеток в 2 мл культуральной среды добав-
ляли по 1 мл вирусных частиц с концентрацией 
не менее 107 TU/мл, через сутки среду заменяли на 
свежую. Инфицированные клетки культивирова-
ли в среде с 0,1% пуромицина («Gibco») по объёму 
и через 5 дней сортировали по интенсивности 
флуоресценции в канале RFP (возбуждение 561 нм, 
излучение 585/15 нм ВР) с помощью клеточного 
сортера FACSAria SORP («BD Biosciences», США) с 
установленной 85-мкм форсункой и соответствую-
щими параметрами давления. После получения 
клеточных линий со стабильной экспрессией вин-
кулина-RFP мы отсортировали клетки HaCaT-RFP 
или A549-RFP со средним уровнем флуоресценции 
в канале RFP-PE (27% событий со средней интен-
сивностью флуоресценции MFI = 1,68), исключив 
клетки с высокой флуоресценцией RFP (15,5% со-
бытий с MFI = 18,77). Мы также сравнили уровень 
экспрессии мРНК винкулина в клетках со стабиль-
ной экспрессией винкулина-RFP и нетрансфициро-
ванных клетках и не обнаружили статистически 
значимых различий, что подтверждает физио-
логическую экспрессию винкулина в стабильных 
линиях (рис. S1 Приложения).

Иммунофлуоресцентный анализ. Клетки со 
стабильной экспрессией винкулина A549-vin-RFP 
или HaCaT-vin-RFP фиксировали 4%-ным раство-
ром параформальдегида (ПФА) в течение 15  мин 
при комнатной температуре. После этого клетки 
трижды отмывали фосфатно-солевым буфером 
(ФСБ) и пермеабилизовали раствором 0,01%-ного 
Triton-X100 («Amresco», США) и 0,01%-ного Tween-20 
(«Amresco») в ФСБ («ПанЭко») в течение часа при 
комнатной температуре. После этого блокировали 
неспецифическое связывание антител с помо-
щью инкубации клеток в течение 1 ч в 5%-ном 
БСА («Sigma-Aldrich»), далее их инкубировали с 
первичными кроличьими антителами к паксил-
лину (клон Y113, «Abcam», Великобритания) в 
конечном разведении 1 : 200 при 37 °C в течение 
60  мин и вторичными антителами против кро-
лика, конъюгированными с Alexa-633 («Abcam»), в 
конечном разведении 1 : 200, а также DAPI («Sigma-
Aldrich») для визуализации ядер. Изображения 
были получены с помощью микроскопа Zeiss 
AxioObserver со светодиодным источником света 
Colibry 7 и объективом PlanApochromat 63×1,46 Oil.  
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Использовался следующий куб светофильтров: GFP 
(фильтр возбуждения 450–490  нм, светоделитель 
495 нм, излучение 500–550 нм) и mKate (фильтр воз-
буждения 540–580 нм, светоделитель 585 нм, излу-
чение 593–668 нм). Данные были получены с помо-
щью программного обеспечения Zeiss Zen Blue 3.1.

Ингибиторный анализ. Для подавления 
активности FAK клетки линий A549-vin-RFP или 
HaCaT-vin-RFP инкубировали в среде с селектив-
ным ингибитором FAK PF-573228 («Selleck», США) в 
концентрации 1 мкМ на протяжении 2 ч до начала 
анализа, клетки не отмывали от ингибитора перед 
началом съёмки.

Анализ и обработка изображений. Данные 
микроскопии анализировали с помощью про-
граммы ImageJ  [26]. Площадь, соотношение осей 
и время жизни ФК были измерены, как описано 
в работе Gladkikh et al. [27], от 200 до 500 ФК были 
посчитаны для каждой экспериментальной точки. 
Параметр средней интенсивности флуоресценции 
(СИФ) использовали как непрямой показатель 
количества целевого белка в ФК. Флуоресцентные 
изображения были обработаны с помощью про-
граммного обеспечения Adobe Photoshop («Adobe 
Systems», США).

Статистический анализ данных. Статисти-
ческий анализ проводился с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism 7 
(«GraphPad Software», США). Для сравнения раз-
личий между двумя независимыми группами 
использовался критерий Манна–Уитни, статисти-
чески значимым было принято p < 0,05. Данные 
представлены в виде медианы с разбросом для па-
раметров ФК или в виде среднего ± SD при оценке 
экспрессии мРНК и анализе зарастания экспери-
ментальной раны.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Размер ФК зависит от типа субстрата и кор-
релирует со скоростью зарастания раны. В кон-
трольных клетках HaCaT и A549, высаженных 
на химически чистое стекло и находящихся на 
краю монослоя, ФК были локализованы преиму-
щественно на краю клеток для обеих модельных 
линий (рис. 1, а). ФК в клетках линии A549 имеют 
медианное значение площади 1,17 мкм2 (разброс 
0,11–5,33, n = 500) и обычно умеренно вытянуты 
(среднее соотношение длин осей составляет 1,73, 
разброс 1,0–5,54). ФК в клетках HaCaT имеют сопо-
ставимую площадь 0,98 мкм2 (разброс 0,12–8,36, 
n = 500), но значительно более вытянуты (среднее 
соотношение длин осей составляет 2,46, разброс 
1,02–7,09, n = 500).

Чтобы оценить взаимосвязь между парамет-
рами ФК и подвижностью клеток, мы использо-

вали модель зарастания экспериментальной раны 
как золотой стандарт для анализа миграции эпи-
телиальных клеток. Для получения ФК разного 
размера мы использовали субстраты различной 
эластичности (чистое стекло, стекло, покрытое 
поли-D-лизином, витронектином или фибронекти-
ном). В обеих клеточных линиях на фибронектине 
ФК достигали наибольшей по медиане площади: 
2,44 мкм2 для A549 (разброс 0,29–6,05) и 1,32 мкм2 
для HaCaT (разброс 0,11–7,37) (рис. 1, б, рис. S2 При-
ложения). Наименьшая медианная площадь ФК 
была у клеток, выращенных на чистом стекле: 
медианная площадь 1,22 мкм2 для А549, 0,99 мкм2 
для HaCaT (p < 0,0001 для A549, p = 0,0002 для 
HaCaT, непараметрический критерий Манна– 
Уитни).

Скорость зарастания экспериментальной 
раны также зависела от типа субстрата. Для обеих 
клеточных линий самая высокая скорость мигра-
ции наблюдалась для фибронектина, где ФК имели 
наибольший размер. Мы получили 100 ± 11,75% за-
крытия раны в течение 600 мин для клеток A549 и 
61,74 ± 16,88% для клеток HaCaT на фибронектине. 
Клетки на стекле имели самую низкую скорость 
миграции (81,70 ± 15,54% закрытия раны для кле-
ток A549 и 43,95 ± 13,31% для клеток HaCaT), клетки 
на витронектине и поли-D-лизине имели проме-
жуточные скорости миграции (рис. 1, в, рис. S3 
Приложения).

Далее мы оценили, за счёт каких компонен-
тов ФК происходит их увеличение при смене суб-
страта. Для этого мы измерили общую экспрессию 
мРНК винкулина (как структурного белка) и FAK 
(как регуляторного белка) в клетках на разных суб-
стратах и обнаружили тенденцию к повышению 
количества мРНК для обоих маркеров в клетках, 
посаженных на фибронектин, по сравнению с 
клетками, посаженными на стекло. Спустя 72 ч с 
момента посадки относительное количество мРНК 
винкулина для клеток A549 составило 1,14 ± 0,19 на 
фибронектине по сравнению с 0,60 ± 0,10 на стекле, 
для клеток HaCaT оно составило 0,83 ± 0,01 на фиб-
ронектине против 0,62 ± 0,01 на стекле (рис. 2, а, в).  
Экспрессия мРНК FAK также повышалась в клет-
ках, высаженных на фибронектин (относитель-
ное среднее количество мРНК 1,18 ± 0,03 против 
0,77 ± 0,05 для клеток A549 и 1,23 ± 0,21 против 
0,95 ± 0,15 для клеток HaCaT), по сравнению с клет-
ками, посаженными на стекло (рис. 2, б, г) (раз-
личия были статистически значимыми только 
для клеток A549, р = 0,03, непараметрический 
критерий Манна–Уитни). Поскольку повышенная 
экспрессия этих белков на фибронектине корре-
лирует с повышенной подвижностью клеток, мы 
задали вопрос: может ли направленное изменение 
экспрессии этих белков повлиять на параметры 
подвижности клеток?
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Подавление экспрессии винкулина при-
водит к уменьшению размера ФК, но не влияет 
на параметры миграции клеток. Чтобы изучить 
влияние уровня экспрессии винкулина на ми-
грацию клеток, мы подавляли экспрессию мРНК 
винкулина методом миРНК-интерференции. При 
этом в клетках линии A549 уровень экспрессии 
винкулина снижался в 4–10 раз, в клетках линии 
HaCaT экспрессия мРНК винкулина снижалась в 
10–60 раз (рис. 2, а, в). Тем не менее уровень экс-

прессии винкулина после его подавления в клет-
ках оставался в пределах физиологического диапа-
зона: клетки сохраняли способность мигрировать 
по субстрату и преодолевать значимые расстояния 
(более 10 диаметров ядра), сохраняя при этом нор-
мальную морфологию (рис. 3, а; рис. 4, а).

Подавление экспрессии винкулина в клетках 
A549, посаженных на стекло, привело к уменьше-
нию площади ФК в 2,6 раза (медиана площади ФК – 
0,45  мкм2 по сравнению с 1,17  мкм2 в контроле),  

Рис. 1. Морфология ФК коррелирует со скоростью зарастания раны на субстратах различной жёсткости.  
а  – Морфология ФК в клетках A549 и HaCaT со стабильной экспрессией винкулина-RFP, размерный отрезок 
10 мкм, С – стекло, ФН – фибронектин, приведены фотографии краевых клеток в составе монослоя. б – Меди-
анная площадь ФК в клетках A549 на субстратах различной жёсткости, центральная горизонтальная линия – 
медиана. **** Достоверное отличие от контроля, р  < 0,001. в  – Степень зарастания экспериментальной раны 
в % от площади на первом кадре съёмки для клеток A549 на стекле (1), поли-D-лизине (2), витронектине (3)  
и фибронектине (4)
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а также к снижению средней интенсивности флуо-
ресценции белка в составе ФК в 4,8 раза (с 417 у.е. 
в контроле до 87 у.е. в клетках после подавления 
винкулина), форма ФК при этом не изменялась 
(медиана соотношения длин осей составила 1,79 
по сравнению с 1,73 в контроле). Уменьшение пло-
щади ФК после подавления винкулина было ста-
тистически значимым как для клеток A549, так и  
для клеток HaCaT (р < 0,0001, непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни, рис. S4 Приложе
ния). Подавление активности винкулина в 
клетках HaCaT, посаженных на стекло, также при-

вело к двукратному уменьшению площади ФК 
(медиана площади ФК уменьшилась с 0,98 мкм2 
до 0,55 мкм2), медиана интенсивности флуорес-
ценции также снизилась с 372 у.е. в контроле до 
205 у.е. в клетках после подавления винкулина. 
Чтобы подтвердить достоверность уменьшения 
площади ФК, мы окрасили клетки с миРНК к 
винкулину антителами к паксиллину в качестве 
альтернативного белка-репортера ФК (рис. 3, б; 
рис. 4, б). При подавлении экспрессии мРНК вин-
кулина время жизни ФК не изменилось (рис. 3, в;  
рис. 4, в).

Рис. 2. Нормализованная экспрессия мРНК винкулина (а, в) и FAK (б, д) в клетках A549 и HaCaT в контроле и 
после подавления в клетках экспрессии мРНК винкулина или FAK. Все измерения проводили в трипликате, 
данные нормализовали по генам UBC и HPRT1. Обозначения: (1) контрольные клетки на стекле, (2) контроль-
ные клетки на фибронектине, (3) клетки с миРНК к винкулину на стекле, (4) клетки с миРНК к винкулину 
на фибронектине, (5) клетки с миРНК к FAK на стекле, (6) клетки с миРНК к FAK на фибронектине, (7) клетки  
с миРНК к GFP. ** Достоверное отличие от контроля, р < 0,01;*** достоверное отличие от контроля, р < 0,001



СОЛОМАТИНА и др.438

БИОХИМИЯ том 89 вып. 3 2024

Рис. 3. Параметры ФК и скорость зарастания раны клетками линии A549 после подавления экспрессии мРНК 
FAK или винкулина. а – Морфология ФК на стекле и фибронектине в контроле и после нокдауна винкулина 
(KD vin), размерный отрезок 10  мкм. б  – Окрашивание фиксированных клеток A549 со стабильной экспрес-
сией винкулина-RFP антителами к паксиллину. Обозначения: 1 – контроль, 2 – клетки с миРНК к винкулину, 
3 – клетки с миРНК к FAK, I  – окраска антителами к винкулину, II  – окраска антителами к паксиллину,  
III – наложение. в – Время жизни ФК в клетках А549, жирные горизонтальные линии представляют собой ме-
дианы. Обозначения: 1 – контрольные клетки на фибронектине, 2 – контрольные клетки на стекле, 3 – клет-
ки с миРНК к винкулину на фибронектине, 4 – клетки с миРНК к винкулину на стекле, 5 – клетки с миРНК 
к FAK на фибронектине, 6  – клетки с миРНК к FAK на стекле. **  Достоверное отличие от контроля, р  <  0,01.  
г  – Морфология зарастания экспериментальной раны клетками А549 на фибронектине и на стекле в кон-
троле (1) и после нокдауна винкулина (2). д – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади  
на первом кадре съёмки для клеток A549 на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК 
к винкулину (2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках с миРНК к винкулину (4). е – Степень зараста-
ния экспериментальной раны в % от площади на первом кадре съёмки для клеток A549 на фибронектине  
в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК к FAK(2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках  
с миРНК к FAK (4). ж  – Морфология зарастания экспериментальной раны клетками А549 на фибронектине 
и на стекле в контроле (1) и после нокдауна FAK (2). Количество экспериментов для каждого анализа зараста-
ния раны приведено в табл. S3 Приложения
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Рис. 4. Параметры ФК и скорость зарастания раны клетками линии HaCaT после подавления экспрессии мРНК 
FAK или винкулина. а – Морфология ФК на стекле и фибронектине в контроле и после нокдауна винкулина 
(KD vin), размерный отрезок 10 мкм. б – Окрашивание фиксированных клеток HaCaT со стабильной экспрес-
сией винкулина RFP антителами к паксиллину, 1  – контроль, 2  – клетки с миРНК к винкулину, 3  – клетки  
с миРНК к FAK, I – окраска антителами к винкулину, II – окраска антителами к паксиллину, III – наложение. 
в – Время жизни ФК в клетках HaCaT, жирные горизонтальные линии представляют собой медианы. Обозна-
чения: (1) контрольные клетки на фибронектине, (2) контрольные клетки на стекле, (3) клетки с миРНК к FAK 
на фибронектине, (4) клетки с миРНК к FAK на стекле. ** Достоверное отличие от контроля, р < 0,01; **** до-
стоверное отличие от контроля, р  <  0,0001. г  – Морфология зарастания экспериментальной раны клетками 
HaCaT на стекле в контроле (1), после нокдауна винкулина (2) и после нокдауна FAK (3). д  – Степень зара-
стания экспериментальной раны в % от площади на первом кадре съёмки для клеток A549 на фибронекти-
не в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК к винкулину (2), на стекле в контроле (3) и на стекле  
в клетках с миРНК к винкулину (4). е – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади на пер-
вом кадре съёмки для клеток A549 на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках с миРНК  
к FAK (2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках с миРНК к FAK (4). ж – Морфология зарастания экс-
периментальной раны клетками А549 на фибронектине и на стекле в контроле (1), после нокдауна винкули-
на (2) и после нокдауна FAK (3). Количество экспериментов для каждого анализа зарастания раны приведено  
в табл. S3 Приложения
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Для оценки влияния экспрессии винкулина 
на миграцию клеток мы использовали модель 
зарастания экспериментальной раны. Снижение 
уровня экспрессии винкулина в клетках HaCaT 
и A549 существенно не влияло на скорость зара-

стания ран ни на стекле, ни на фибронектине 
(рис. 3, г; рис. 4, г). Для клеток A549 после подавле-
ния экспрессии мРНК винкулина степень зараста-
ния раны через 600 мин составила 99,29 ± 2,45% на 
фибронектине и 97,70 ± 25,34% на стекле, что сопо-

Рис. 5. Зарастание экспериментальной раны на фибронектине и стекле. а  – Зарастание экспериментальной 
раны клетками A549 на фибронектине и на стекле в контроле (1) и после инкубации с 1  мкМ PF-573228 (2).  
б  – Зарастание модельной раны клетками HaCaT на фибронектине и на стекле в контроле (1) и после инку-
бации с 1 мкМ PF-573228 (2). в – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади на первом ка-
дре съёмки для клеток A549 на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках после инкубации 
с 1 мкМ PF-573228 (2), на стекле в контроле (3) и на стекле в клетках после инкубации с 1 мкМ PF-573228 (4).  
г – Степень зарастания экспериментальной раны в % от площади на первом кадре съёмки для клеток HaCaT 
на фибронектине в контроле (1), на фибронектине в клетках после инкубации с 1 мкМ PF-573228 (2), на стекле 
в контроле (3) и на стекле в клетках после инкубации с 1 мкМ PF-573228 (4)
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ставимо с контрольными значениями (рис.  3,  д). 
Для клеток HaCaT степень зарастания раны через 
600 мин составила 52,16 ± 15,0% на фибронектине 
и 43,19 ± 9,18% на стекле, что также сопоставимо 
с контролем (рис. 4, д). В контроле как на стекле, 
так и на фибронектине фронт (передний край) 
клеток был прямым. Через 3 ч некоторые клетки 
отделились от монослоя и начали мигрировать в 
рану. Направление миграции отдельных клеток 
соответствовало направлению миграции фронта 
клеток. После подавления экспрессии винкулина 
уже на ранних этапах зарастания раны (в течение 
первых 3 ч) передняя часть края раны становилась 
неровной, клетки внутри фронта располагались 
разреженно. Движение клеток в слое становилось 
нескоординированным. Через 3 ч клетки утрачи-
вали связь друг с другом и покидали монослой, 
продолжая хаотично перемещаться вдоль края 
раны (латеральная миграция) (рис. S5 Приложе-
ния).

Подавление экспрессии или ингибирова-
ние FAK подавляет миграцию нормальных и 
опухолевых эпителиальных клеток в модели 
экспериментальной раны. Чтобы оценить влия-
ние экспрессии FAK в клетках на параметры ФК 
и на подвижность клеток, мы также использо-
вали метод миРНК-интерференции. При подав-
лении экспрессии FAK происходило 4–6-кратное 
снижение уровня мРНК FAK в клетках A549 и 
3–4-кратное – в HaCaT (рис. 2, б, г). Подавление экс-
прессии мРНК FAK в клетках A549 не влияло ни 
на площадь, ни на форму ФК (медиана площади 
ФК составляла 1,11 мкм2, медиана соотношения 
осей – 1,84) (рис. S4 Приложения), подавление FAK 
в клетках HaCaT также не повлияло на морфо-
логию ФК (медиана площади ФК  – 0,98, медиана 
соотношения осей  – 1,84) (рис. 4, а). Чтобы под-
твердить отсутствие изменений в морфологии 
ФК в ответ на снижение уровня FAK, мы окрасили 
ФК антителами к паксиллину, использовав его в 
качестве альтернативного репортерного белка 
(рис. 3, б; рис. 4, б). Скорость зарастания раны при 
подавлении экспрессии FAK резко снизилась. 
На фибронектине клетки A549 после подавления 
FAK закрывали 65,84 ± 5,25% раны за 600 мин (по 
сравнению со 100 ± 11,75% в контроле) (рис. 3, е).  
Такой же эффект наблюдался для клеток HaCaT 
на фибронектине: закрытие раны составило все-
го 43,52 ± 16,06% по сравнению с 61,74 ± 16,88% в 
контроле (рис. 4, е). Когда клетки после подавле-
ния FAK высаживали на стекло, закрытие раны 
составляло 77,65 ± 19,68% за 600 мин для A549 и 
26,88 ± 13,04% для HaCaT. Существенные различия 
в морфологии клеток в контроле и при подавле-
нии FAK отсутствовали, общий фронт раны оста-
вался ровным в течение всей съёмки (рис. 3, ж; 
рис. 4, ж). Примечательно, что мы обнаружили 

статистически значимое уменьшение продолжи-
тельности времени жизни ФК для клеток с  по-
ниженным уровнем FAK для обеих клеточных 
линий. Для клеток A549 медианное время жизни 
ФК уменьшилось с 45 до 32 мин на фибронектине 
и с 42 до 30  мин на стекле (рис. 3, в). Для клеток 
HaCaT медианное время жизни ФК уменьшилось 
с 20 до 12 мин на фибронектине и с 30 до 20 мин 
на стекле (рис. 4, в).

Чтобы подтвердить эти наблюдения, мы ис-
пользовали селективный ингибитор FAK-киназы 
PF-573228 и оценили влияние ингибирования FAK 
на параметры ФК и скорость зарастания экспери-
ментальной раны. Инкубация с 1 мкМ PF-573228 не 
влияла на среднюю площадь ФК в клетках HaCaT и 
A549, а также на соотношение сторон и интенсив-
ность флуоресценции ФК (данные не показаны), 
но значительно снижала скорость закрытия раны. 
Закрытие раны на стекле для клеток A549 при 
ингибировании FAK составило всего 59,42 ± 5,69% 
и только 19,26 ± 7,48% для клеток HaCaT. Закры-
тие раны на фибронектине при ингибировании 
FAK составило всего 77,87 ± 3,77% для клеток A549 
и 30,15 ± 5,86% для клеток HaCaT (рис. 5, а–г).

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что снижение экспрессии или активности регу-
ляторной киназы FAK замедляет скорость мигра-
ции монослоя как нормальных, так и опухолевых 
эпителиоцитов, что делает FAK многообещающей 
мишенью для замедления миграции клеток кар-
циномы лёгких.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Киназа FAK, исходно относившаяся к раз-
ряду ключевых регуляторных молекул сигналь-
ного пути от интегринов, играет важную роль в 
миграции и инвазии клеток [28, 29]; на сегодняш-
ний день показано её участие в стимуляции вы-
живаемости клеток, ангиогенезе и тонкой регу-
ляции микроокружения опухолей  [30–32]. Ввиду 
важности сигнальных каскадов с участием FAK в 
опухолевой трансформации эта молекула являет-
ся одной из наиболее многообещающих мишеней 
для противоопухолевой терапии.

Большинство ингибиторов FAK являются 
конкурентными или аллостерическими моле-
кулами, которые блокируют киназную катали-
тическую активность FAK  [33–35]. Ингибирова-
ние сигнального пути FAK снижало как объём 
первичной опухоли, так и количество метаста-
зов на мышиных моделях рака молочной же-
лезы  [36], снижало подвижность клеток адено-
карциномы поджелудочной железы  [37], а также 
подавляло пролиферацию или индуцировало 
старение в клеточных линиях рака лёгких  [37].  
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Основные механизмы, посредством которых FAK 
регулирует подвижность опухолевых клеток и их 
способность к формированию метастазов, связаны 
с формированием динамичных ФК и ремоделиро-
ванием актинового цитоскелета [38, 39]. Ключевые 
этапы ремоделирования цитоскелета посредством 
передачи сигналов от FAK-киназы включают пере-
крестную активацию киназ Src [40], привлече-
ние талина и паксиллина к сайтам ФК  [7, 41] и 
активацию сигнального пути малых GTPаз, что в 
конечном итоге приводит к реорганизации акти-
нового цитоскелета и изменению типа миграции 
клеток  [42, 43]. FAK также выступает в качестве 
важного участника сигнального каскада механо-
трансдукции, активируя процесс реагирования 
клетки на изменение жёсткости ВКМ [44, 45]. Как 
повышенная жёсткость ВКМ, так и высокая кон-
центрация лигандов интегринов способствуют пе-
редаче сигнала от β1-интегрина к FAK, что, в свою 
очередь, активирует сигнальный путь RhoA и 
перестройку актинового цитоскелета, способствуя 
миграции клеток. Таким образом, состав ВКМ сле-
дует рассматривать как дополнительный фактор 
риска FAK-зависимой прогрессии опухоли [46, 47]. 
Взаимосвязь состава ВКМ, активации FAK и изме-
нений миграционного потенциала опухолевых 
клеток стала предметом активных исследований 
в течение последних десяти лет  [48, 49]. Долгое 
время размер ФК считался ключевым показателем 
реакции на любой внеклеточный или внутрикле-
точный стимул (например, на эластичность суб-
страта или перестройки цитоскелета), который 
способен регулировать скорость движения клеток. 
В нескольких исследованиях была описана корре-
ляция между размером ФК и параметрами мигра-
ции одиночных клеток [22, 23, 50], однако вопрос 
о динамике ФК клеток, движущихся направленно 
в составе монослоя, до сих пор остаётся малоиз-
ученным.

Полученные нами результаты показывают, 
что подавление экспрессии винкулина приводит к 
уменьшению размера ФК и при этом существенно 
не влияет на скорость миграции эпителиальных 
клеток в составе монослоя, хотя в ране появляется 
множество хаотично мигрирующих неполяризо-
ванных клеток (рис. S5 Приложения). Это согла-
суется с предыдущими наблюдениями о том, что 
винкулин играет важную роль в поляризации и 
направленном движении клеток, а его подавление 
приводит к частой перемене направления мигра-
ции [51]. На модели субконфлюэнтного монослоя 
клеток MDCK было показано, что транслокация 
винкулина между межклеточными и фокальными 
контактами служит регулятором для переключе-
ния между коллективной и одиночной миграци-
ей [52], что согласуется с нашими данными о том, 
что подавление экспрессии винкулина приводит 

к его исчезновению прежде всего из межклеточ-
ных контактов, в результате чего нарушается 
механизм коллективной миграции и появляются 
отдельные мигрирующие клетки.

В отличие от винкулина, подавление экспрес-
сии FAK не влияет на размер ФК, однако значи-
тельно замедляет миграцию слоя как нормальных, 
так и опухолевых клеток эпителиального происхо-
ждения, что согласуется с другими исследования-
ми, показывающими, что инактивация FAK значи-
тельно снижает скорость движения клеток [8, 53]. 
Интересно, что влияние нокдауна FAK на скорость 
миграции гораздо менее выражено в модели слу-
чайного блуждания  [54, 55], что может отражать 
существенное различие между направленной ми-
грацией клеток в составе монослоя и случайной 
миграцией отдельных клеток.

Важно отметить, что в настоящей работе по-
казано статистически значимое снижение про-
должительности жизни ФК в клетках после по-
давления экспрессии FAK. Согласно литературе, 
FAK-киназа облегчает цикл обмена ФК  [56, 57] за 
счёт тонкой регуляции динамики других регуля-
торных белков  [40, 58]. Из литературы известно, 
что клетки с инактивированной или выключен-
ной FAK имеют уменьшенное время разборки и 
значительно более продолжительное время жизни 
ФК [35, 50]. Также известно, что в клетках со сни-
женной экспрессией FAK-киназы снижается коли-
чество стресс-фибрилл, сеть актиновых филамен-
тов становится более гомогенной, что приводит к 
замедлению процесса распластывания [59]. Одна-
ко большинство из описанных наблюдений было 
получено для модели случайного блуждания оди-
ночных клеток в 2D или 3D, тогда как модель кол-
лективной миграции не может быть упрощена до 
миграции группы изолированных клеток, направ-
ление и скорость перемещения которых случайно 
совпали  [60]. Модель экспериментальной раны 
основана на скоординированном взаимодействии 
клеток внутри группы, так что скорость и направ-
ление движения каждой отдельной клетки напря-
мую зависят от движения её соседей [61]. Для кле-
точной линии нормальных кератиноцитов HaCaT 
и для опухолевых клеток аденокарциномы А549 
мы показали, что нокдаун FAK в клетках в составе 
монослоя приводит к значительному снижению 
времени жизни ФК как для клеток, посаженных 
на стекло, так и для случая, в котором в качестве 
субстрата выступает фибронектин.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши данные показывают, что для генера-
ции максимальной скорости миграции клеток в 
составе монослоя ключевым параметром является 
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не площадь ФК, а время их жизни. По-видимому, 
короткоживущие ФК не успевают прочно закре-
питься на субстрате и не создают достаточного 
натяжения внутри клетки, необходимого для про-
движения всего слоя вперёд, однако этот вывод 
требует дополнительных экспериментов с пря-
мым измерением тянущих усилий, развиваемых 
при коллективной миграции клеток монослойных 
адгезивных клеточных культур по специальным 
деформирующимся субстратам.
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SUPPRESSION OF FAK KINASE EXPRESSION  
DECREASES THE LIFETIME OF FOCAL ADHESIONS  

AND INHIBITS MIGRATION OF NORMAL AND TUMOR 
EPITHELIOCYTES IN A WOUND HEALING ASSAY

E. Solomatina1,2, A. Kovaleva1,2, A. Tvorogova1,3, I. Vorobjev1, and A. Saidova1,2*
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Focal adhesions (FAs) are mechanosensory structures that can convert physical stimuli into chemical 
signals guiding cell migration. There is a postulated correlation between FA features and cell motility 
parameters for individual migrating cells. However, which FA properties are essential for the movement 
of epithelial cells within a monolayer remains poorly elucidated. We used real-time cell visualization 
to describe the relationship between FA parameters and migration of immortalized epithelial keratino-
cytes (HaCaT) and lung carcinoma cells (A549) under inhibition or depletion of the FA proteins vinculin 
and FAK. To evaluate the relationship between FA morphology and cell migration, we used substrates 
of different elasticity in a wound healing assay. High FAK and vinculin mRNA expression, as well as 
largest FAs and maximal migration rate were described for cells on fibronectin, whereas cells plated 
on glass had minimal FA area and decelerated speed of migration into the wound. Both for normal and 
tumor cells, suppression of vinculin expression resulted in decreased FA size and fluorescence intensity, 
but had no effect on cell migration into the wound. Suppression of FAK expression or inhibition of FAK 
activity had no effect on FA size, but decreased FA lifetime and significantly slowed the rate of wound 
healing both for HaCaT and A549 cells. Our data indicates that FA lifetime, but not FA area is essential 
for epithelial cell migration within a monolayer. The effect of FAK kinase on the rate of cell migration 
within the monolayer makes FAK a promising target for antitumor therapy of lung adenocarcinoma.
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EGFR- и HER2-таргетные препараты широко используются для терапии пациентов с HER2-по-
ложительным раком молочной железы, однако не все пациенты отвечают на эту терапию. 
Лапатиниб – это таргетный препарат, блокирующий активацию как HER2, так и EGFR (рецеп-
тора эпидермального фактора роста). Наши эксперименты показывают, что действие лапатиниба 
значительно ослабляется в присутствии сыворотки крови человека. Мы продемонстрировали, 
что действие лапатиниба на скорость роста HER2-экспрессирующих клеток SK-BR-3 снижается 
в присутствии сыворотки крови для всех 14 образцов, взятых у здоровых доноров (полученных 
по отдельности или объединённых). Этот антагонизм между лапатинибом и сывороткой крови 
человека связан с отсутствием индуцированной препаратом остановки перехода G1/S клеточного 
цикла. Секвенирование РНК выявило 308 дифференциально экспрессируемых под действием ла-
патиниба генов. При совместном действии лапатиниба и сыворотки крови человека как скорость 
роста клеток, так и экспрессия 96,1% генов, для которых она была изменена под действием лапа-
тиниба, восстанавливаются до контрольного уровня (без препаратов). Совместное действие EGF 
(эпидермального фактора роста) и лапатиниба также восстанавливает рост клеток и отменяет 
изменение экспрессии 95,8% генов, дифференциально экспрессируемых под действием лапати-
ниба. Анализ дифференциальной экспрессии генов также показал, что в присутствии сыворотки 
крови человека или EGF лапатиниб неспособен ингибировать сигнальный путь Toll-подобного 
рецептора и изменять экспрессию генов, связанных с термином Focal adhesion из базы данных 
Gene Ontology.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: EGFR, Erbb2, HER-таргетная терапия рака, сыворотка крови человека, лапати-
ниб, EGF, плоскоклеточная карцинома, клетки SK-BR-3, лекарственная устойчивость, транскрип-
томное профилирование.
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Принятые сокращения: ДЭГ  – дифференциально экспрессируемые гены; РМЖ  – рак молочной железы; 
EGF – эпидермальный фактор роста (Epidermal Growth Factor); EGFR – рецептор эпидермального фактора роста 
(Epidermal Growth Factor Receptor); FBS – эмбриональная телячья сыворотка; HER – человеческий рецептор эпи-
дермального фактора роста (Human Epidermal growth factor Receptor); PAL – уровень активации пути (Pathway 
Activation Level).

ВВЕДЕНИЕ

Семейство рецепторов ERBB/HER (HER  – че-
ловеческий рецептор эпидермального фактора 
роста, Human Epidermal growth factor Receptor) 
включает в себя четыре структурно родствен-
ные тирозинкиназы. У человека они называются 
HER1–4: рецептор эпидермального фактора роста 
(EGFR), HER2 (neu), ErbB3 и ErbB4 [1–5]. Несколько 
факторов роста, названные лигандами рецепто-
ров HER, обладают способностью связывать эти 
рецепторы и инициировать их активацию  [6–8]. 
В своей апо-форме HER-рецепторы существуют в 
равновесии между мономерным и предимеризо-
ванным состояниями, находясь в конформации, 
не допускающей образования активных диме-
ров. После связывания лиганда с внеклеточными 
доменами (эктодоменами) EGFR, HER3 или HER4 
голорецепторы гомо- или гетеродимеризуются и 
становятся функционально активными за счёт 
трансфосфорилирования специфических остатков 
тирозина [9, 10]. Фосфорилированные рецепторы 
являются сайтами связывания для ряда белков, 
которые активируют нижележащие сигнальные 
пути, регулируют рост, выживание и дифференци-
ровку клеток [11–13]. Среди HER-рецепторов HER2 
является рецептором, не имеющим известного ли-
ганда. Внеклеточный домен HER2 всегда находится 
в открытой конформации и готов к димеризации. 
Поэтому HER2 является предпочтительным гетеро-
димерным партнёром для других активированных 
HER-рецепторов [14], а также легко образует гомо-
димеры [15].

Сверхэкспрессия и нарушение внутриклеточ-
ной сигнализации через рецепторы семейства HER 
играет ключевую роль в канцерогенезе, а сверх-
экспрессия HER2 служит прогностическим био-
маркером при многих видах рака [5]. 15–20% всех 
случаев рака молочной железы (РМЖ) характери-
зуется сверхэкспрессией HER2 (HER2+ РМЖ)  [16]. 
В настоящее время разработан терапевтический 
подход, направленный на блокирование актив-
ности рецептора HER2. Для терапии HER2+ РМЖ 
в качестве стандарта лечения одобрено гуманизи-
рованное моноклональное антитело трастузумаб, 
которое воздействует на внеклеточные домены 
HER2. Кроме того, клиническую эффективность в 
отношении HER2+ РМЖ доказал лапатиниб – обра-
тимый синтетический ингибитор тирозинкиназы, 
предотвращающий фосфорилирование и актива-
цию как HER2, так и EGFR [17–19, 20].

Однако не все пациенты с опухолями, экспрес-
сирующими HER2 на высоком уровне, отвечают на 
HER2-таргетную терапию [21–23], и часто в опухо-
лях развивается резистентность к такому лече-
нию [24, 25], обусловленная как исходно существу-
ющими, так и приобретёнными факторами  [26]. 
Так, например, только у 39% больных HER2+ РМЖ 
наблюдался ответ опухоли на лапатиниб [27].

В настоящее время продолжаются работы по 
выявлению и валидации эффективных и клини-
чески применимых факторов, связанных с лекар-
ственной устойчивостью, с целью дальнейшего 
повышения эффективности лечения. Внутрикле-
точные факторы характерны для самой опухоли 
и определяются мутациями или аномальной экс-
прессией генов. Некоторые больные РМЖ с мута-
циями HER2 (L755S, V842I, K753I или D769Y) не по-
лучают пользы от трастузумаба [28]. В литературе 
обсуждается несколько групп предполагаемых 
факторов, влияющих на эффективность терапии, 
среди них экспрессия генов в опухоли, которая 
коррелирует с ответом на терапию (биомарке-
ров) [29], и данные об активности внутриклеточ-
ных молекулярных путей в опухолевых тканях, 
полученные на основе транскриптомного профи-
лирования [30–32].

Внеклеточные факторы лекарственной устой-
чивости связаны с межклеточной коммуникацией 
или факторами, присутствующими в организме 
пациента. Для выявления таких факторов было 
проведено сравнение протеомных спектров образ-
цов сыворотки крови пациентов, отвечающих и 
не отвечающих на терапию [33, 34]. По некоторым 
данным, HER и его лиганды (эпидермальный фак-
тор роста (EGF), амфирегулин, HB-EGF, TGF-α) могут 
быть использованы в качестве серологических 
биомаркеров для прогноза и предсказания ответа 
на HER-таргетную терапию при раке лёгкого [35], 
яичников [36] и колоректальном раке [37]. В иссле-
дованиях на клеточных культурах было продемон-
стрировано значительное влияние лигандов HER, 
препятствующее действию HER-таргетных препа-
ратов (EGF, нейрегулин (NRG)) на клетки  [38–41]. 
Например, ингибитор HER2 лапатиниб парадок-
сальным образом способен стимулировать проли-
феративное поведение HER2+ клеток РМЖ в при-
сутствии лиганда рецептора HER3 – NRG [39]. Таким 
образом, на опухолевый ответ может влиять це-
лый ряд внеклеточных факторов, присутствующих 
в периферической крови человека. Концентрация  
эндогенного EGF и других лигандов HER может 
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варьировать в организме пациента и, следова-
тельно, влиять на эффективность лечения за счёт 
потенциального спасения раковых клеток при 
проведении HER-таргетной терапии  [42]. Тем не 
менее взаимодействие между сывороткой крови 
человека и таргетными препаратами при их соче-
танном действии на клетки опухоли ещё недоста-
точно изучено.

Недавно мы обнаружили, что периферическая 
кровь человека модулирует активность HER-спе-
цифических препаратов цетуксимаба, эрлотиниба 
и трастузумаба [41, 42]. В этой работе мы показы-
ваем, что сыворотка крови человека подавляет 
ингибирующее влияние лапатиниба на скорость 
роста SK-BR-3, HER2+ клеток аденокарциномы 
молочной железы человека. Используя образцы 
сыворотки крови 14  женщин-доноров (протести-
рованные по отдельности или объединённые), мы 
обнаружили, что сыворотка крови человека резко 
уменьшает ингибирующее действие лапатиниба 
на рост клеточной линии плоскоклеточной карци-
номы молочной железы SK-BR-3. Этот антагонизм 
между лапатинибом и сывороткой крови человека 
был связан с отменой лапатиниб-индуцированной 
остановки клеток в фазе G0/G1 клеточного цикла.

Секвенирование РНК выявило 308 дифферен-
циально экспрессируемых генов (ДЭГ) в присут-
ствии лапатиниба. Примечательно, что в соче-
тании с лапатинибом сыворотка крови человека 
оказалась способной восстанавливать скорость 
роста клеток, а также экспрессию 96,1% тех генов, 
для которых она изменялась при воздействии ла-
патиниба.

Совместное воздействие лапатиниба и EGF 
также восстанавливает рост клеток и отменяет 
изменение экспрессии 95,8% тех генов, для кото-
рых она изменялась при воздействии лапатиниба. 
Дифференциальный анализ экспрессии генов так-
же показал, что в присутствии сыворотки крови 
человека или EGF лапатиниб неспособен ингиби-
ровать сигнальный путь Toll-подобного рецептора 
и изменять экспрессию генов, связанных с терми-
ном Focal adhesion из базы данных Gene Ontology.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Клеточная линия 
плоскоклеточной карциномы SK-BR-3 (ATCC HTB-30) 
была получена из коллекции Института цитоло-
гии (Санкт-Петербург, Россия). Клетки SK-BR-3 куль-
тивировали при 37 °С и 5% CO2 в среде RPMI-1640  
(«ПанЭко», Россия), дополненной 10%-ной эмбрио-
нальной телячьей сывороткой (FBS) («Biosera», 
Франция) и 2 мМ L-глутамина, 4,5  г/л глюкозы и 
1%-ной смесью пенициллина со стрептомицином 
(«ПанЭко»).

Измерение скорости роста клеток. Клетки 
высевали на 24-луночные культуральные план-
шеты, ~5500 клеток на лунку. Планшеты с равным 
количеством высеянных клеток инкубировали 
в течение 24 ч перед обработкой препаратом  – 
EGF, лапатинибом или сывороткой крови чело-
века. В день добавления препаратов проводился 
контрольный подсчёт для определения фонового 
значения числа клеток. Через 7 дней после добав-
ления препаратов среду удаляли, обработанные 
клетки промывали и трипсинизировали в течение 
10 мин. После ресуспендирования клетки подсчи-
тывали с помощью камеры для подсчёта клеток 
Neubauer Improved. Рост клеток (%) рассчитывали 
как отношение числа клеток в лунке, содержащей 
препарат, к числу клеток в контрольной лунке, со-
держащей только стандартную среду роста (одна 
контрольная лунка на пять лунок, содержащих 
препарат). Все эксперименты проводились не ме-
нее чем в трёх независимых повторностях.

Анализ клеточного цикла. Клетки высе-
вали в шестилуночные культуральные планше-
ты с плотностью 50 000  клеток на лунку. Клетки 
инкубировали в течение 16 ч, после чего добав-
ляли препараты. Через 3–4 дня клетки отделяли 
от подложки трипсином. Затем клетки дважды 
промывали PBS и центрифугировали при 100 g. 
Клетки фиксировали этанолом (70%) при −20 °С в 
течение 30  мин. Клетки центрифугировали при 
3800 об./мин (1000 g) в течение 10 мин; промывали 
PBS и ресуспендировали в 0,2 мл PBS, содержащем 
10 мкг/мл РНКазы A II и 2 мкг/мл пропидия йодида. 
Клетки инкубировали при комнатной температу-
ре в течение 30 мин в тёмном месте. Образцы ана-
лизировали методом проточной цитометрии (FACS 
BD Accuri C6 Plus). Все эксперименты проводились 
не менее чем в трёх независимых повторностях.

Обработка клеток для РНК-секвенирования. 
Клеточную суспензию разводили до 27 000 клеток 
в мл и аликвоты клеточной суспензии объёмом 
5 мл вносили в культуральные флаконы площа-
дью 25 см2. Для измерения скорости роста из той 
же суспензии клеток в лунки 24-луночных план-
шетов вносили аликвоты по 0,5 мл на лунку. 
Клетки инкубировали в течение 16 ч, после чего 
добавляли препараты. Например: лапатиниб, све-
жеразведённый раствор в среде роста без FBS на 
флакон до конечной концентрации 200 нМ; EGF, 
свежеразведённый раствор в среде роста на фла-
кон до конечной концентрации 2 нг/мл; 300 мкл 
сыворотки крови человека на флакон до конечной 
концентрации 5,5%. Клетки обрабатывали препа-
ратами во флаконах за 48 ч перед сбором образцов 
для секвенирования РНК и за 7 дней до подсчёта 
клеток. Для секвенирования РНК клетки отделяли 
трипсином, промывали PBS, а образцы клеток до 
анализа хранили при −70 °С в растворе RNAlater. 
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Сыворотка человека, использованная для профи-
лирования РНК, представляла собой пул сыво-
роток, полученных от десяти доноров (sm1, sd12, 
sd18–23, sd26, sd27) и смешанных в равных объём-
ных концентрациях.

EGFR-Таргетные препараты, EGF, образцы 
сыворотки крови человека. Лапатиниб (сухой 
порошок) был приобретён у компании «Sigma-
Aldrich» (США) и хранился при −20 °С в виде 10 мМ 
раствора в ДМСО или в сухом виде. rhEGF (сухой 
порошок) был приобретён в компании «SCI store» 
(Москва, Россия) и хранился при −20 °С. Образцы 
периферической крови от неродственных здоро-
вых доноров 23–64 лет собирали в две пробирки 
Vacuette объёмом 8 мл, содержащие прокоагулянт 
и гель («Greiner», Австрия), сыворотку готовили в 
течение 3–12 ч после взятия крови: пробирки цен-
трифугировали при 2500 об./мин в течение 15 мин, 
сыворотки аликвотировали и хранили при −75 °С. 
Для всех исследуемых биоматериалов человека от 
соответствующих доноров было получено инфор-
мированное письменное согласие на участие в 
исследовании и передачу результатов в виде на-
учного отчёта. Исследование проводилось в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией; процедура 
получения согласия и дизайн исследования были 
одобрены этическим комитетом Медицинского 
центра «Витамед», Москва; дата одобрения: 6 октя-
бря 2021 г.

Подготовка библиотек и РНК-секвенирова-
ние. Библиотеки РНК были созданы и секвениро-
ваны в соответствии с методом Suntsova et al. [43]. 
РНК выделяли с помощью набора RNeasy Micro 
Kit («Qiagen», Нидерланды). Концентрацию РНК 
определяли с помощью набора Qubit RNA Assay Kit 
(«Thermo Fisher Scientific», США), измеряя флуорес-
ценцию с помощью флуориметра Qubit 4. Для из-
мерения числа целостности РНК (RIN, RNA Integrity 
Number) использовали биоанализатор Tapestation 
4150 с набором ScreenTapes and Reagents («Agilent», 
США). Удаление рибосомальной РНК проводи-
ли с помощью набора KAPA RNA HyperPrep Kit с 
RiboErase (HMR) («Roche», Швейцария). Уникаль-
ные праймеры KAPA с двойной индексацией 
(«Roche») использовались для мультиплексирова-
ния образцов в одном цикле секвенирования. Кон-
центрацию библиотек измеряли с помощью набо-
ров Qubit 4 и Qubit dsDNA HS Assay («Thermo Fisher 
Scientific»). Распределение длины фрагментов 
определяли с помощью прибора Tapestation 4150 с 
набором D1000 ScreenTapes and Reagents («Agilent»). 
Секвенирование РНК проводили в лаборатории 
клинической и геномной биоинформатики Пер-
вого Московского государственного медицинского 
университета имени И.М. Сеченова (Сеченовский 
университет), Москва, Россия, на оборудовании 
Illumina NextSeq 550 для одноконцевого секвениро-

вания, длина считывания 75 п.н., приблизительно  
20 млн прочтений на образец. Проверка каче-
ства данных проводилась с помощью программы 
Illumina SAV. Де-мультиплексирование проводили 
с помощью программного обеспечения Illumina 
Bcl2fastq2 v. 2.17.

Обработка данных РНК-секвенирования. 
Первоначальная обработка профилей экспрес-
сии генов проводилась в соответствии с методом 
Suntsova et al.  [43]. Дифференциальный анализ 
экспрессии проводили с помощью программы 
DESeq2 [44]. Гены, которые считались дифференци-
ально экспрессированными, должны были преодо-
леть пороговое значение коэффициента ложного  
обнаружения Бенджамини–Хохберга (FDR) с поправ- 
кой на p-значения < 0,05. Графики вулканов визуа-
лизировали с помощью пакета R EnhancedVolcano 
(v. 1.16.0).

Анализ GO-обогащения проводили с помо-
щью пакетов R clusterProfile (v.4.2.1) и org.Hs.eg.db 
(v.3.8.2). Для фильтрации путей и GO-терминов 
мы использовали p-значения  < 0,05 с поправкой 
на FDR в качестве отсекающего значения. Анализ 
по методу главных компонент (PCA) и визуали-
зацию проводили для log10-трансформирован-
ных количеств всех генов с помощью программ 
pca2d R (v.3.6.2) и prcomp. Анализ генно-регуля-
торных сетей проводили, как описано в работе 
Jung et al.  [45]. Уровни активации путей (Pathway 
activation levels, PAL) рассчитывали и визуализиро-
вали с помощью биоинформационной платформы 
Oncobox [46]. Молекулярная функция компонентов 
сигнальных путей была алгоритмически анноти-
рована в соответствии с методом Sorokin et al. [47]. 
Проверка значимости пересечений проводилась 
согласно работе Raevskiy et al.  [48]. Сигнальные 
пути визуализировали с помощью программного 
обеспечения Oncobox [49].

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с помощью программы GraphPad 
PRISM 6.0 (GraphPad Software Inc.), статистически 
значимыми считали значения p < 0,05. Данные 
представлены как среднее ± SD не менее чем трёх 
экспериментов, проведённых в разные дни.

Для расчёта IC50  – среднеэффективной дозы, 
которая ингибирует исследуемую систему на 50% – 
мы использовали следующее уравнение: 

IC50 = D/(100/(y − 1))1/m,

где D  – концентрация препарата; y  – количество 
клеток (% по отношению к уровню без препарата); 
m – коэффициент, характеризующий форму зави-
симости «доза-эффект».

Значимость PAL определяли с помощью метода 
анализа путей Oncobox [49] для 1611 молекулярных 
путей, содержащих 10 и более генных продуктов, 
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извлечённых из публичных баз данных  [47] с 
использованием оригинального программного 
обеспечения  [46]. Для расчётов PAL профиль экс-
прессии каждого образца был нормализован 
по среднегеометрическим уровням экспрессии 
генов для всех образцов в исследуемом наборе  
данных.

Для фильтрации и отбора ДЭГ, путей и GO-тер-
минов мы использовали р-значения  < 0,05 с по-
правкой на FDR Бенджамини–Хохберга.

Чтобы проверить, является ли значимым за-
данное количество дифференциальных генов или 
путей, являющихся общими для двух из трёх пере-
секающихся наборов данных, было проведено 1000 
случайных пересечений в соответствии с методом 
Raevskiy et al.  [48]. В каждом случае брались две/
три случайные выборки из двух/трёх соответству-
ющих наборов генов из соответствующих наборов 
данных. Затем эти случайные выборки пересека-
лись на каждой итерации, и было получено 1000 
случайных общих генов. p-Значение значимости 
пересечения вычислялось как доля случайных 
чисел, равных или превышающих эксперимен-
тально наблюдаемое количество общих генов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Для изучения взаимодействия сыворотки 
крови человека с таргетным препаратом лапати-
нибом и оценки различия во влиянии сыворотки 
между донорами мы измерили скорость роста 
HER2+ клеток SK-BR-3 в присутствии сыворотки 
крови человека, взятой от 14 здоровых доноров. 
Для изучения молекулярных механизмов мы оце-
нили распределение по фазам клеточного цикла 
и профилировали экспрессию генов в клетках 
SK-BR-3 под воздействием лапатиниба, EGF и сыво-
ротки крови человека.

Сыворотка крови человека снижает влияние 
лапатиниба на рост клеток SK-BR-3. На эффектив-
ность терапевтических препаратов в подавлении 
роста опухоли могут влиять различные молеку-
лярные факторы, присутствующие в организме 
пациента. В этой работе мы измерили влияние 
индивидуальных образцов сыворотки перифери-
ческой крови человека на скорость роста клеток, 
полученных из аденокарциномы молочной желе-
зы, SK-BR-3, в присутствии лапатиниба, ингибито-
ра тирозинкиназ, который предотвращает фосфо-
рилирование и активацию HER2 и EGFR [19].

В соответствии с литературными данными, 
в наших экспериментах лапатиниб эффективно 
ингибировал рост клеток SK-BR-3 в стандартной 
среде, содержащей 9% FBS (рис. 1, а); концентрация 
лапатиниба, необходимая для 50%-ного ингибиро-
вания скорости роста (IC50), составляла ~45 нМ.

SK-BR-3 – хорошо известная клеточная линия 
РМЖ со сверхэкспрессией HER2, использовавшая-
ся в многочисленных исследованиях активности 
HER2-таргетных препаратов in vitro, в том числе 
лапатиниба [50, 51]. Известно, что клетки SK-BR-3 
сверхэкспрессируют HER2 (примерно 1–2 × 106 
молекул белка HER2 на клетку против 0,4 × 105 и 
0,2 × 105 в HER2-негативных клеточных линиях 
MDA-MB-231 [52] и A431 [53] соответственно). Клет-
ки SK-BR-3 высокочувствительны к HER2-таргет-
ным препаратам [54, 55], IC50 лапатиниба в наших 
тестах составляет ~45 нМ. В свою очередь, значе-
ния IC50 лапатиниба для клеток MDA-MB-231 и 
A431 на два-три порядка выше: 27 мкМ и 10 мкМ 
соответственно [56, 57].

Мы использовали образцы сыворотки перифе-
рической крови человека, полученные от 14 здоро-
вых женщин-доноров. Сначала мы изучили влия-
ние сыворотки крови доноров на скорость роста 
клеток SK-BR-3 в отсутствии препаратов (рис.  2). 
Для всех исследуемых образцов исходная среда 
роста содержала инактивированную нагреванием 
(56 °С, 30 мин) FBS. Поэтому мы оценивали скорость 
роста клеток в среде, содержащей 5% FBS и допол-
ненной 4% сыворотки отдельных женщин-доноров 
или 4% дополнительной FBS в качестве контроля.  

Рис. 1. Рост клеток SK-BR-3 после 7 дней инкубации в 
среде, содержащей FBS (9%) и: а  – лапатиниб (в нМ); 
б  –  EGF (в нг/мл). Кривые показывают среднее коли-
чество клеток, рассчитанное по трём повторностям 
и  нормализованное к условиям без добавления пре-
паратов
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Рис. 2. Скорость роста клеток SK-BR-3 в среде, содержащей 5% FBS и 4% сыворотки крови человека, получен-
ной от различных доноров. Скорость роста нормализована по отношению к среде, содержащей только FBS 
(9% FBS; столбец «FBS»)

Для реализации этого плана исследования мы 
сначала измерили скорость роста клеток SK-BR-3 
при различных концентрациях FBS (от 5 до 22%) 
в среде роста. Мы обнаружили, что скорость роста 
клеток мало зависит от концентрации FBS в этом 
диапазоне концентраций (рис. S1 Приложения 1). 
Таким образом, в одном и том же эксперименте 
можно сравнить рост клеток в диапазоне концен-
траций FBS от 5 до 13%.

Мы обнаружили, что в присутствии 4% сы-
воротки крови человека скорость роста SK-BR-3 
существенно не отличалась от контроля, содержа-
щего только FBS, и составляла в среднем ~97% от 

контрольного уровня. Скорость роста варьирует  
от 83 до 116% по сравнению с контролем, содержа-
щим только FBS (рис. 2).

Затем мы определили влияние одновремен-
ного добавления сыворотки крови человека и 
лапатиниба. Мы обнаружили, что добавление 
каждого из 14 протестированных образцов сыво-
ротки крови человека статистически значимо 
снижало ингибирование роста клеток лапати-
нибом (рис.  3). При концентрации 75 нМ лапа-
тиниб в среде, содержащей только FBS, вызывал 
сильное снижение скорости роста до ~29% от 
уровня без препарата. Напротив, в среде, допол-

Рис. 3. Скорость роста клеток SK-BR-3 в присутствии лапатиниба в концентрации 75 нМ (а) или 150 нМ (б) и 
сыворотки крови человека. Среда роста содержала 5% FBS и 4% сыворотки крови человека или 9% FBS (столб-
цы «FBS»). Столбцы представляют среднюю скорость роста клеток для каждого донорского образца, рассчи-
танную из трёх повторностей, нормализованную к условиям без лапатиниба и сыворотки крови человека 
(«no drug»). Для всех образцов донорской сыворотки человека различия между образцами «FBS + лапатиниб» 
и «сыворотка крови человека + лапатиниб» были статистически значимыми (p < 0,05)
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Рис. 4. Скорость роста клеток SK-BR-3 с возрастающими концентрациями лапатиниба (0–220  нМ) в среде 
роста, содержащей 5% FBS и 4% сыворотки человека из четырёх образцов крови (sm1, sd12, sd19 и sd27) или 
9% FBS (FBS). Кривые зависимости скорости роста клеток от концентрации препарата для каждого донорско-
го образца рассчитывали по трём повторностям, нормированным по отношению к условиям без лапатиниба  
и без сыворотки крови человека

ненной 4% сыворотки крови человека и 5% FBS, 
добавление лапатиниба вызывало очень слабое 
снижение скорости роста клеток, до 74–84% от 
уровня без препарата, что примерно в 2,7  раза 
превышает скорость роста клеток по сравнению 
с таковой в среде, содержащей только лапатиниб. 
Эти эффекты были ещё более выражены при кон-
центрации лапатиниба 150 нМ: средняя скорость 
роста составляла ~7,5% при добавлении только 
лапатиниба и ~44% (примерно в 6 раз больше) при 
добавлении лапатиниба и сыворотки крови че- 
ловека.

Таким образом, мы обнаружили, что в наших 
экспериментальных условиях сыворотка крови  
человека препятствует ингибированию роста кле-
ток лапатинибом. В присутствии 4% сыворотки 
крови человека IC50 лапатиниба увеличивалась в 
~3 раза по сравнению со значением в присутствии 
только FBS (рис. 4). Параметр индекса комбинации 
(combination index) для лапатиниба и сыворотки 
крови человека рассчитывали согласно методу 
Chou et al.  [58], где взаимодействие считается ан-
тагонистическим, если индекс комбинации пре-
вышает 1,5. В наших экспериментах он варьиро-
вал от 1,9 до 3,3 во всех исследованных образцах 
донорской крови, что свидетельствует о сильном 
антагонизме между лапатинибом и сывороткой 
крови человека в экспериментах по исследованию 
скорости роста клеток SK-BR-3.

Влияние EGF на рост клеток SK-BR-3 и лекар-
ственная устойчивость к лапатинибу. Лиганды 
EGFR могут положительно влиять на жизнеспособ-
ность HER-положительных клеток, обработанных 
HER-таргетными препаратами. Например, EGF и 
другой лиганд рецепторов HER, NRG1, могут пре-
пятствовать действию лапатиниба и цетуксимаба 
на культивируемые клетки [38–41]. Поэтому в дан-
ной работе мы определили влияние рекомбинант-

ного человеческого EGF на рост клеток SK-BR-3 
в присутствии лапатиниба.

Сначала мы измерили влияние EGF на рост 
SK-BR-3 в диапазоне концентраций от 0,5 до 
30 нг/мл (рис. 1, б). Мы обнаружили, что EGF мо-
жет снизить скорость роста клеток примерно до 
трети от контрольного уровня с IC50 ~7,6 нг/мл. От-
метим, что эта концентрация значительно выше 
физиологической концентрации EGF в крови чело- 
века (~0,3–1,7 нг/мл [41, 59]).

Ранее мы показали, что одновременная об-
работка клеток A431 ингибиторами EGFR и EGF 
восстанавливает их рост, а EGF уменьшает ин-
гибирующее действие трастузумаба на клетки 
BT474  [42]. Это явление может быть связано со 
взаимным влиянием механизмов ингибирования 
и активации EGFR [60, 61]. В данном исследовании 
мы оценили влияние различных концентраций 
лапатиниба (от 0 до 100 нМ) на скорость роста 
клеток SK-BR-3 при фиксированных концентра-
циях EGF (0, 82, 5 и 20 нг/мл; рис.  5). Мы обнару-
жили, что даже при концентрации лапатиниба 
100 нМ скорость роста клеток восстанавливалась 
практически до контрольного уровня (без препа-
ратов), когда EGF присутствовал в концентрациях 
0,82–20 нг/мл, тогда как IC50 лапатиниба в услови-
ях добавления только этого препарата составляла 
почти 45 нМ.

Индекс комбинации (combination index), рас-
считанный в соответствии с методом Chou et al. 
[58], составил 7,1, что указывает на очень сильное 
антагонистическое взаимодействие между EGF и 
лапатинибом. Таким образом, наши данные под-
твердили, что хотя лапатиниб и EGF по отдель-
ности могут ингибировать рост клеток SK-BR-3, их 
совместное присутствие может уравновешивать 
действие друг друга и, наоборот, способствовать 
пролиферации.
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Рис. 5. Скорость роста клеток SK-BR-3 при добавлении лапатиниба в присутствии EGF в указанных концен-
трациях. Кривые зависимости скорости роста клеток от концентрации препарата рассчитывали с использо-
ванием не менее трёх биологических повторностей каждого эксперимента, нормированных по отношению  
к условиям без лапатиниба и EGF (точка кривой «без EGF», при 0 нМ лапатиниба)

Рис. 6. Распределение клеток SK-BR-3 по фазам клеточного цикла после обработки лапатинибом (200  нМ) 
в  присутствии EGF (3  нг/мл) или 4% сыворотки крови человека по сравнению с необработанными клетка-
ми («FBS» – чёрный столбец). Показана доля клеток в фазе G0/G1 и в фазе S. Звёздочками отмечены статисти-
чески значимые различия между образцами: *  p  <  0,05; **  p  <  0,01; ***  p  <  0,001. Анализ распределения кле-
ток по стадиям клеточного цикла проводили методом FACS после окрашивания клеток пропидий йодидом.  
Каждый столбик представляет собой среднее ± стандартное отклонение в трёх независимых экспериментах
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Индуцированная лапатинибом остановка 
клеточного цикла в фазе G0/G1 в клетках SK-BR-3 
снижается в присутствии сыворотки крови чело-
века и прекращается в присутствии EGF. Лапа-
тиниб, как и другие препараты, направленные на 
EGFR и/или HER2, ингибирует прогрессию клеточ-
ного цикла, вызывая остановку фазового перехода 
G0/G1. Чтобы изучить влияние лапатиниба на рас-
пределение фаз клеточного цикла, мы использо-
вали сортировку флуоресцентно-активированных 
клеток (FACS) для измерения доли клеток SK-BR-3 
в различных фазах клеточного цикла. Мы про-
водили эти эксперименты в среде, содержащей 
FBS и EGF, и образцы сыворотки крови человека. 
В клетках, обработанных одним только лапатини-
бом в концентрации 200 нМ, мы наблюдали резкое 
повышение доли клеток в фазе G0/G1 на ~20% (79% 
против 59%) по сравнению с уровнем без препара-
та (рис. 6). Обработка клеток такой концентрацией 
лапатиниба также привела к ингибированию их 
роста до 3% (рис. 1, а). В свою очередь, доля кле-
ток в фазе S значительно сократилась и составила 
примерно 1,7% против 11% в условиях отсутствия 
препарата (рис. 6).

Когда EGF добавляли одновременно с лапати-
нибом, скорость роста клеток в значительной сте-
пени восстанавливалась и составляла около 70% 
от контрольного показателя без препарата. Ана-
лиз клеточного цикла FACS показал, что это сопро-
вождалось значительным сдвигом доли клеток в 
фазе G0/G1 к уровню без препарата. Одновремен-
ное присутствие EGF и лапатиниба приводило к 
аналогичному эффекту и для доли клеток в S-фазе, 
близкой к контролю без препарата. Добавление 
только EGF к клеткам не изменяло долю клеток в 
G0/G1- и S-фазах клеточного цикла (рис. 6).

Мы измерили распределение клеток SK-BR-3 
по фазам клеточного цикла в среде, дополненной 
сыворотками пяти доноров. Во всех пяти иссле-
дуемых образцах доля клеток в G0/G1- и S-фазе не 
претерпела значительных изменений по сравне-
нию с контролем, содержащим только FBS в среде 
роста (табл. S1 Приложения 1, рис. 6). В присут-
ствии сыворотки крови человека и лапатиниба 
(среднее значение для четырёх доноров) скорость 
роста клеток SK-BR-3 составляла ~50% от уровня 
без препарата вместо всего лишь 2%, когда к среде 
был добавлен только лапатиниб (рис. 4). Это хо-
рошо согласуется с нашими данными о том, что 
лапатиниб совместно с сывороткой крови чело-
века вызывает сдвиг доли клеток в фазе G0/G1 на 
10%, в то время как обработка только лапатини-
бом приводит к сдвигу примерно на 20% от уровня 
без препарата (рис. 6). Насколько нам известно, о 
влиянии образцов сыворотки крови человека на 
ингибирование роста клеток лапатинибом на 
уровне анализа клеточного цикла ранее не сооб-

щалось. Эти результаты могут дать ключ к пони-
манию механизма взаимодействия EGFR/HER2-тар-
гетных препаратов с сывороткой крови человека.

Изменения транскриптомных профилей, 
связанные с взаимодействием сыворотки крови 
человека, EGF и лапатиниба в клетках SK-BR-3. 
Для оценки молекулярных механизмов, лежащих 
в основе опосредованного сывороткой человека и/
или EGF предотвращения остановки клеточного 
роста SK-BR-3, обработанных лапатинибом, мы про-
вели транскриптомный анализ методом секвени-
рования РНК. Использовали смешанный образец 
сыворотки крови человека, полученный путём объ-
единения сывороток десяти доноров. Для каждого 
функционального состояния эксперименты по сек-
венированию проводили в трёх повторностях. Зна-
чения Fold change ДЭГ по сравнению с контрольным 
уровнем без препарата (с критериями FDR-adjusted 
p-value (p-значение с поправкой на FDR) < 0,05; fold 
change > 2) приведены в табл. S2 Приложения 2; пол-
ные данные секвенирования депонированы в NCBI 
(nih.gov, BioProject) с ID PRJNA1029741.

Мы обнаружили, что 48-часовая обработка кле-
ток SK-BR-3 150 нМ лапатиниба, снижающая ско-
рость их роста до 7% от уровня без препарата, вы-
звала дифференциальную экспрессию 308  генов, 
из которых у 198 экспрессия была понижена, а у  
110  – повышена (рис. 7 и рис. 8, а). Когда лапати-
ниб был добавлен в сочетании с сывороткой крови 
человека, эти изменения в экспрессии генов резко 
снизились: из первоначальных 308 ДЭГ экспрессия 
только 8 и 4 генов оставалась пониженной и по-
вышенной соответственно (рис. 8). С точки зрения 
восстановления роста клеток это соответствует 
~62% от контрольного уровня без препарата.

При добавлении EGF в сочетании с лапатини-
бом получается аналогичная картина: экспрессия 
только 12 и 1 гена остаётся пониженной и повы-
шенной соответственно (рис. 8), что соответствует 
~73% восстановления роста клеток.

Таким образом, мы определили набор из 295 
лапатиниб-специфичных ДЭГ, экспрессия которых 
не изменялась при добавлении лапатиниба к EGF 
или сыворотке крови человека, в качестве ключе-
вых генов лапатиниба (lapatinib core genes).

Молекулярные пути, связанные с взаимо-
действием лапатиниба, EGF и сыворотки крови 
человека. Мы использовали анализ на основе 
базы данных Gene Ontology (GO) для выявления 
GO-терминов, содержащих наибольшее число ДЭГ 
(Gene Onthology enrichment, далее – обогащённые 
термины) и, следовательно, биологических про-
цессов, связанных с активностью лапатиниба 
(рис. 9). Большинство GO-терминов, обогащённых 
для ДЭГ, негативно регулируемых только при лече-
нии лапатинибом, были связаны с мембранными 
компонентами или активностью мембранных 
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Рис. 7. Дифференциально экспрессированные гены (ДЭГ) в серии сравнений с образцом клеток без воздей-
ствия препаратов для: лапатиниба; лапатиниба и сыворотки крови человека; лапатиниба и EGF. ДЭГ показаны 
красным цветом (log2FC > 1 или log2FC < −1, скорректированное p-значение < 0,05)

Рис. 8. РНК-Секвенирование клеток SK-BR-3. Рост клеток в условиях обработки, использованной для сбо-
ра образцов для РНК-секвенирования  (а). Диаграммы Венна, показывающие перекрытие генов с повышен-
ной  (б) и пониженной  (в) экспрессией, а также, вместе, генов с повышенной и пониженной экспресси-
ей  (г) в присутствии: только лапатиниба, лапатиниба и сыворотки крови человека или лапатиниба и EGF.  
Звёздочками отмечена статистическая значимость совпадений: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Рис. 9. Термины базы данных Gene Onthology (GO), наиболее обогащённые для генов из множества ДЭГ с повы-
шенной и пониженной экспрессией, вызванной обработкой лапатинибом (а) и набором ключевых генов ла-
патиниба (lapatinib core)  (б). Визуализировано с помощью пакета R enrichplot (http://bioconductor.org/packages/ 
release/bioc/html/enrichplot.html). Обогащение указанных терминов GO статистически значимо (p-значение, 
скорректированное по критерию Бенджамини–Хохберга, меньше 0,05)

транспортеров. Из восьми GO-терминов, иденти-
фицированных таким образом, семь были также 
обогащены для негативно регулируемых генов на-
бора ключевых генов лапатиниба (lapatinib core).

Мы обнаружили 20  GO-терминов, обогащён-
ных для генов, регулируемых лапатинибом. Два 
из них, «клеточно-субстратное соединение» (“cell-
substrate junction”) и его дочерний термин «фо-
кальные контакты» (“focal adhesion”), тесно свя-
заны между собой. Эти термины GO описывают 

опосредованные адгезией сигнальные процессы, 
влияющие на пролиферацию, дифференцировку, 
якорно-зависимое выживание и миграцию. Акти-
новый цитоскелет изменяется при эпителиально-
мезенхимальном переходе (ЭМП), что приводит 
к усилению подвижности клеток  [62]. Другие 
GO-термины, обогащённые для генов, регулируе-
мых лапатинибом, включают связывание рецеп-
тора RAGE, активность трансмембранного транс-
портера жирных кислот, связывание и сплайсинг 
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Рис. 10. 20 наиболее сильно активированных и ингибированных молекулярных путей, рассчитанных для 
набора ключевых генов лапатиниба (lapatinib core) в клетках SK-BR-3. Показаны значение PAL и скорректиро-
ванное p-значение

мРНК, семафорин и активность тирозин/треони-
новой фосфатазы. Все они также были обогащены 
для положительно регулируемых генов из набора 
ключевых генов лапатиниба (рис. 9, б).

Затем мы рассчитали уровни активации пу-
тей (PAL) 3044 внутриклеточных молекулярных 

путей человека и визуализировали результаты с 
помощью онлайн-инструмента OncoboxPD  [46]. 
Этот анализ выявил 663 пути, дифференциально 
регулируемых (p < 0,01) при обработке лапатини-
бом (идентифицированных с помощью 295  ДЭГ 
из набора ключевых генов лапатиниба), 20 путей 
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Рис. 11. Диаграмма активации сигнального пути NCI Endogenous TLR signaling, представленная в виде взаи-
модействующей сети. Активность компонентов пути по сравнению с образцом без препарата показана для: 
клеток, обработанных только лапатинибом (a); группы ключевых генов лапатиниба (Lapatinib core genes) (б); 
обработки только сывороткой крови человека  (в), обработки сывороткой крови человека в комбинации с 
лапатинибом  (г), обработки только EGF  (д), обработки EGF в комбинации с лапатинибом  (е). Уровень акти-
вации пути (PAL) указан для каждой группы ДЭГ по сравнению с условиями без препаратов. Зелёные/крас-
ные стрелки указывают на взаимодействия активации/ингибирования соответственно; интенсивность цвета 
транскрипционных узлов отражает степень активации узла (натуральный логарифм изменения экспрес-
сии по сгибам для каждого узла, референсным значением считали среднее геометрическое между уровня-
ми экспрессии во всех образцах в соответствующих группах). Зелёный цвет означает активацию, красный –  
ингибирование, белый – недифференциальную экспрессию, серый – отсутствие молекулярных данных

с наиболее значительно изменённой активностью 
показаны на рис. 10. Среди них наиболее сильно 
активируются пути, связанные с клеточным мета-
болизмом и регуляцией ЭМП. В условиях «лапа-
тиниб + EGF» путь ЭМП, напротив, ингибировался 
и не изменялся при анализе ДЭГ в условиях «ла-
патиниб + сыворотка крови человека» (табл. S3 
Приложения  3). Процесс ЭМП включает в себя 
нарушение межклеточной адгезии и клеточной 
полярности, глубокую перестройку цитоскелета и 
значительные изменения в адгезии клеток на ма-
триксе [56, 63]. Следует отметить, что большинство 
GO-терминов, обогащённых для ДЭГ, негативно 
регулируемых лапатинибом, были связаны с мем-

бранными компонентами или активностью мем-
бранных транспортеров, в то время как GO-тер-
мины для позитивно регулируемых генов были в 
основном связаны с клеточной адгезией.

Ещё один путь  – путь PKA-опосредованного 
фосфорилирования CREB (PKA mediated phospho
rylation of CREB, база данных Reactome) – активи-
рован только при обработке клеток лапатинибом 
(рис. 10, рис. S2 Приложения 1). Активность этого 
пути существенно не изменилась при анализе ДЭГ 
при обработке «лапатиниб + EGF» (p-значение 0,09) 
и была подавлена при анализе ДЭГ при обработке 
«лапатиниб + сыворотка крови человека». Цикли-
ческий AMP (cAMP) регулирует транскрипцию 
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множества генов-мишеней в основном через ме-
ханизм, опосредованный протеинкиназой А (PKA) 
и её нижележащими эффекторами, такими как 
белок, связывающий cAMP-реактивный элемент 
(CREB) [64, 65]. Путь cAMP–PKA–CREB также играет 
важную роль в развитии РМЖ и связан с рези-
стентностью к трастузумабу при HER-2+ РМЖ [65].

Два наиболее сильно ингибированных лапа-
тинибом пути относятся к клеточному метаболиз-
му, тогда как третий ингибированный путь связан 
с TLR-сигнализацией. Напротив, при анализе ДЭГ 
в условиях «лапатиниб + EGF» этот путь имел уме-
ренно повышенную активность. В условиях добав-
ления лапатиниба и сыворотки крови человека ак-
тивация этого пути не изменялась по сравнению 
с условиями без препарата. Toll-Подобные рецеп-
торы (TLR) в основном экспрессируются в эпите-
лиальных и иммунных клетках человека. Актива-
ция TLR, экспрессируемых в опухолевых клетках, 
может усиливать рост опухоли за счёт повышения 
про- и антиапоптотических сигналов, цитокинов, 
способствующих развитию опухоли, ангиогенеза 
и инвазивности  [66,  67]. Нокдаун гена TLR4 при-
водил к увеличению гибели клеток РМЖ [68], что 
согласуется с нашими наблюдениями.

Мы также обнаружили следующие пути, 
которые сильно ингибировались лапатинибом: 
mTOR Pathway Cap-dependent Translation, DCC in reg
ulating apoptosis Pathway (DCC означает «deleted in 
colorectal cancer») и EPHA2 forward signaling Path
way (рис. S3, табл. S3 Приложения 1).

Добавление лапатиниба приводило к резко-
му снижению активации сигнального пути TLR 
(рис. 11, а). Однако это снижение сильно ослабева-
ло при добавлении препарата в комбинации с сы-
вороткой крови человека или с EGF (рис. 11, в, г). 
Анализ группы ключевых генов лапатиниба по-
казал, что ингибирование узла TLR6 этого пути 
не связано с ингибированием роста клеток, в то 
время как ингибирование узла CD14, скорее всего, 
с ним связано. Полученные нами результаты сви-
детельствуют о том, что клетки, обработанные EGF 
или сывороткой крови человека, можно считать 
частично устойчивыми к обработке лапатинибом. 
В этих клетках узлы S100A8/S100A9 и LY96/S100A8/
S100A9/TLR1/TLR2/TLR4 оказались активированы 
по сравнению с уровнем без препарата.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Прогнозирование ответа на лекарственную 
терапию – одна из важнейших задач в онкологии. 
Она требует углублённого изучения генетических, 
эпигенетических или транскриптомных маркеров, 
информативных для конкретной опухоли [69–74]. 
Кроме того, значение могут иметь не только внут-

ренние молекулярные свойства опухолей. В ряде 
исследований оценивалось разнообразие влияния 
компонентов сыворотки крови, что указывает на 
их важность для предварительного отбора паци-
ентов, которые могли бы ответить на таргетную 
терапию [33, 75]. Однако такое влияние сыворотки 
крови человека ещё недостаточно изучено. Выяс-
нение основных механизмов требует проведения 
комбинированных исследований с использовани-
ем моделей клеточных культур [38–40], образцов 
донорской крови человека и анализа молекуляр-
ных путей [49, 76–78].

В этом исследовании на примере HER2+ кле-
точной линии аденокарциномы молочной железы 
SK-BR-3 мы продемонстрировали значительное 
влияние сыворотки крови человека на ингибиро-
вание роста клеток EGFR/HER2-таргетным препара-
том лапатинибом. Для всех 14 образцов сыворотки 
крови, взятых у здоровых доноров, мы обнаружили 
сильное увеличение IC50 лапатиниба в 2,6–3,7 раза. 
Для EGFR-положительной клеточной линии A431 
мы недавно показали, что эффективные концентра-
ции EGFR-таргетных препаратов цетуксимаба и эр-
лотиниба увеличиваются в 5–25 раз при добавлении 
различных образцов сыворотки крови человека [42]. 
Таким образом, присутствие сыворотки крови чело-
века может существенно изменить эффективность 
HER-таргетных препаратов, потенциально вызывая 
многократное изменение их IC50. Таким образом, 
при оценке противоопухолевой активности экспе-
риментальных препаратов в ходе доклинических 
испытаний важно учитывать потенциальное влия-
ние периферической крови человека на ингибирую-
щую способность препарата.

Мы обнаружили, что добавленные по отдель-
ности лапатиниб и EGF подавляют рост клеток 
SK-BR-3. Однако при их совместном добавлении 
ингибирование роста клеток исчезает из-за силь-
ного антагонистического взаимодействия между 
EGF и лапатинибом. Этот вывод хорошо согласу-
ется с нашими предыдущими результатами, где 
аналогичное антагонистическое взаимодействие 
было обнаружено для EGF в комбинации с одним 
из EGFR-таргетных препаратов, цетуксимабом и 
эрлотинибом, в EGFR+ клетках A431 [41, 61].

Концентрация EGF в сыворотке крови человека 
составляет ~0,3–1,7 нг/мл [59]. Для исследованных 
образцов мы получили схожие значения концен-
трации EGF (0,6–1,2 нг/мл) [41]. Для анализа скоро-
сти роста клеток мы использовали 5% сыворотки, 
поэтому концентрация эндогенного EGF в опытах 
не превышала 0,06 нг/мл. Эта концентрация намно-
го меньше, чем 0,8–3 нг/мл рекомбинантного EGF, 
использованного в экспериментах. Мы пришли к 
выводу, что влияние сывороток на воздействие ла-
патиниба не может быть объяснено наличием эндо-
генного EGF в образцах сывороток крови человека.
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В настоящем исследовании показано, что лапа-
тиниб обычно ингибирует прогрессию клеточного 
цикла и вызывает остановку фазы G0/G1 в воспри-
имчивых клетках, а также снижает долю клеток 
в S-фазе до незначительных значений (рис. 6).

Этот вывод согласуется с результатами преды-
дущего исследования, в котором было показано, 
что лапатиниб индуцирует арест G1-фазы в кле-
точных линиях SK-BR-3 и MDA-MB-453, сверхэкс-
прессирующих HER2, и что это сопровождается 
снижением доли клеток в S-фазе [79]. Кроме того, 
мы обнаружили, что сам по себе EGF не оказы-
вает влияния на распределение клеток по фазам 
клеточного цикла, однако при добавлении лапа-
тиниба доля клеток в G0/G1- и S-фазе смещалась 
обратно к уровню без препарата. Это также соот-
ветствует продолжению роста клеток в случае 
обработки «EGF + лапатиниб». Аналогично добав-
ление сыворотки крови человека само по себе не 
оказывало влияния на распределение клеток по 
фазам клеточного цикла. Однако в сочетании с ла-
патинибом сыворотка отменяла индуцированный 
им сдвиг доли клеток в фазе G0/G1 и восстанавлива-
ла долю клеток в S-фазе практически до уровня без 
препарата, что сопровождалось частичным восста-
новлением максимальной скорости роста клеток.

Секвенирование РНК выявило 308 ДЭГ в при-
сутствии лапатиниба по сравнению с контролем. 
Примечательно, что 96% этих генов переставали 
быть дифференциально экспрессированными, ко-
гда к лапатинибу добавляли сыворотку крови чело-
века. Таким образом, сыворотка крови человека не 
только восстанавливает скорость роста клеток при 
добавлении лапатиниба, но и восстанавливает экс-
прессию 96% (296) лапатиниб-специфичных ДЭГ. 
Аналогичная картина наблюдалась при добавлении 
EGF вместе с лапатинибом: только 4,2% (13) лапати-
ниб-специфичных ДЭГ оставались дифференциаль-
но регулируемыми. Для 89% из них статус ДЭГ был 
утрачен, а для оставшихся 21 ДЭГ экспрессия изме-
нилась в противоположном направлении.

Полученный набор ДЭГ, названных в данном 
исследовании ключевыми генами лапатиниба 
(lapatinib core genes), хорошо согласуется с резуль-
татами предыдущего исследования [80], в котором 
изучались изменения фосфорилирования белков 
и транскрипционной регуляции в клетках SK-BR-3 
в ответ на лапатиниб. Среди 173 общих ДЭГ из 
этих двух исследований экспрессия 170 была из-
менена (показала повышение или понижение) 
в одном направлении, и только 3 – в противопо-
ложном. Недавно мы провели анализ РНК-секве-
нирования для EGFR-положительных клеток A431, 
обработанных EGFR-таргетным препаратом цетук-
симабом в сочетании с сывороткой крови чело-
века, и выявили ключевые ДЭГ цетуксимаба [61]. 
Сравнение этих двух исследований показывает, 

что  среди 45  ДЭГ, общих для обоих наборов, экс-
прессия 37 генов изменяется в одном направлении 
в наборах ключевых генов лапатиниба (SK-BR-3) и 
ключевых генов цетуксимаба (A431), а экспрессия 
8  генов изменяется в противоположных направ-
лениях. Аналогичным образом сравнение ключе-
вых генов лапатиниба, рассматриваемых в данном 
исследовании, и выявленных ранее ключевых 
генов эрлотиниба [61] показало, что среди 52 ДЭГ, 
общих для обоих исследований, экспрессия 40 ге-
нов изменена в одном направлении, в то время 
как для 12  генов она изменена в противополож-
ных направлениях. Эти сравнения демонстрируют 
соответствие между ДЭГ, специфичными для EGFR/
HER2-таргетного препарата лапатиниба, выявлен-
ными в HER2-позитивных клетках SK-BR-3, и ДЭГ, 
специфичными для EGFR-таргетных препаратов 
цетуксимаба и эрлотиниба, выявленными в EGFR-
позитивных клетках A431.

Можно отметить несколько возможных свя-
зей набора ключевых лекарственно-чувствитель-
ных генов с их молекулярными функциями. Среди 
ключевых генов лапатиниба, экспрессия которых 
повышается под действием лапатиниба и не по-
вышается при обработке «EGF + лапатиниб» или 
«сыворотка крови человека + лапатиниб», отметим 
следующие.

Белки S100 участвуют в регуляции ряда кле-
точных процессов, таких как прогрессия клеточ-
ного цикла и дифференцировка. Продукты генов 
S100A8/A9 образуют гетеродимер, который запу-
скает множество сигнальных путей, влияющих на 
состав микротрубочек, а также сложные процессы 
роста, метастазирования и лекарственной устой-
чивости рака. Он связан с такими рецепторами, 
как рецептор для передовых продуктов гликиро-
вания (RAGEs) и Toll-подобный рецептор 4 (TLR4), 
и  исследования клеточных культур показывают, 
что ингибирование S100A8 и S100A9 подавляло 
миграцию и инвазию [81, 82].

Продукт гена CDK18 может взаимодействовать 
с циклином A2 и циклином E, и белок CDK18 был 
предложен в качестве потенциальной мишени для 
противораковых препаратов  [83]. Продукт гена 
SEMA3B (семафорин-3B) известен как ингибитор 
ангиогенеза и клеточной пролиферации, а также 
как супрессор опухолевого роста [84]. FABP5 коди-
рует один из представителей белков, связываю-
щих жирные кислоты (FABPs). Сверхэкспрессия 
FABP5 наблюдается во многих типах опухолей и 
ассоциируется с плохим прогнозом в ряде таких 
типов  [85]. Мы обнаружили, что в клетках, обра-
ботанных лапатинибом, повышается активность 
нескольких путей, связанных с метаболизмом 
кетонов. Белок PHLDB2 (Pleckstrin Homology Like 
Domain Family B Member 2), кодируемый геном 
PHLDB2, может функционировать как опухолевый 
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супрессор в РМЖ. Вклад PHLDB2 в метастазиро-
вание согласуется с его молекулярной функцией, 
заключающейся в содействии прикреплению мик-
ротрубочек к точкам фокальной адгезии, необхо-
димым для клеточной подвижности [86].

Гены, дифференциальная экспрессия которых 
была понижена при обработке клеток только лапа-
тинибом (что приводило к ингибированию роста 
клеток до 5% от уровня без препарата), но не сни-
жалась при добавлении EGF или сыворотки крови 
человека в среду роста вместе с лапатинибом (что 
приводило к восстановлению роста клеток до 73 
и 62% от уровня без препарата соответственно, 
рис. 8, а), могут быть связаны с изменением скоро-
сти роста клеток под действием препарата.

Мета-анализ показал, что высокий уровень 
мРНК гистоновой деацетилазы  9 (HDAC9) в РМЖ 
человека ассоциируется со снижением общей 
выживаемости у пациенток, получающих лече-
ние тамоксифеном  [87]. CYP4B1 кодирует одну 
из изоформ цитохрома P450 (CYP). Сообщалось о 
связи между экспрессией CYP и риском развития 
рака, его прогрессированием, метастазированием 
и прогнозом [88]. Gab2 принадлежит к семейству 
докинг-белков Grb-associated binder (Gab). Gab2 не-
обходим для сигнальных путей эпидермального 
фактора роста (EGF) и пролиферации клеток РМЖ. 
Коэкспрессия GAB2 с HER2 приводит к инвазивно
му фенотипу  [89, 90]. Нокдаун GAB2 снижает ак-
тивность нисходящих путей HER2 и уменьшает 
пролиферацию клеток in vitro [91].

Продукт гена MUC1 – широко распространён-
ный маркер рака, названный CA 15-3. Как и ожи-
далось, его экспрессия снижается (в 4,1 раза) при 
обработке лапатинибом и восстанавливается до 
уровня без лекарств, когда лапатиниб вводят вме-
сте с сывороткой крови человека или с EGF. Анало-
гично экспрессия гена CEA, который кодирует он-
кологический маркер CEA Cell Adhesion Molecule 6, 
снижается (в 5,2 раза) при обработке лапатинибом. 
Оба гена относятся к GO-термину «апикальная 
плазматическая мембрана», обогащённому для ДЭГ, 
экспрессию которых снижает лапатиниб (рис. 9).

ABCC12 (ATP Binding Cassette Subfamily C Mem
ber 12)  – член суперсемейства транспортеров 
ATP-связывающих кассет (ABC). Ген ABCC12 имеет 
повышенную экспрессию в РМЖ  [92]. Молекула 
адгезии клеток активированных лейкоцитов, ко-
дируемая ALCAM, является членом суперсемейства 
иммуноглобулинов на клеточной поверхности. 
ALCAM имеет решающее значение для выживания 
клеток РМЖ. Нарушение экспрессии ALCAM свя-
зано с индукцией двух типов запрограммирован-
ной клеточной смерти – апоптоза и аутофагии – в 
клетках РМЖ [93]. При многофакторном анализе 
выживаемости без повторного заболевания высо-
кая экспрессия цитоплазматического ALCAM и 

узловая форма опухоли в карциномах молочной 
железы были достоверно связаны с более ранним 
прогрессированием заболевания [94].

Полученные нами результаты свидетель-
ствуют о том, что измерения эффективности про-
тивораковых препаратов на основе модельных 
клеточных культур могут давать ошибки, если 
препараты тестируются в среде роста, в отсутствии  
сыворотки крови человека. Более того, изменения 
в профилях экспрессии генов, вызванные обработ-
кой препаратами, могут значительно отличаться 
в присутствии сыворотки крови человека. Таким 
образом, важно учитывать влияние сыворотки 
крови человека на эффективность лекарств в до-
клинических исследованиях, особенно если речь 
идёт о белках семейства HER.
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А.Б., Д.К.; написание: рецензирование и редактиро-
вание – А.Б., Д.К.; визуализация – Н.Ш., М.Р.; наблю-
дение  – А.Б., Д.К.; администрирование проекта  – 
Н.Ш., А.Б.; получение финансирования – Г.З., М.С. 
(Мария Сунцова) и А.Б. Все авторы прочитали и 
согласились с опубликованной версией рукописи.

Финансирование. Вклад Марии Сунцовой и 
Антона Буздина был профинансирован Министер-
ством науки и высшего образования Российской 
Федерации в рамках государственной поддержки 
создания и развития научных центров мирового 
уровня «Цифровой биодизайн и персонализиро-
ванное здравоохранение» (грант № 075-15-2022-304).  
Финансирующие организации не принимали уча-
стия в разработке дизайна исследования, сборе, ана-
лизе и интерпретации данных, написании рукопи-
си и принятии решения о публикации результатов.

Исследования клеточных культур были под-
держаны грантом Министерства науки и высшего 
образования Российской Федерации (соглашение 
№ 075-15-2022-310 от 20 апреля 2022 г.).

Секвенирование РНК выполнено при поддерж-
ке Российского научного фонда, грант № 20-75-10071.

Доступность данных. Данные РНК-секвени-
рования доступны по ссылке https://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/bioproject/, ID PRJNA1029741 (доступ полу-
чен 20/10/2023). Другие данные включены в руко-
пись и электронные дополнительные материалы.

Соблюдение этических норм. Исследова-
ние проводилось в соответствии с Хельсинкской 
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декларацией и было одобрено Комитетом по эти-
ке клиники «Витамед» (Москва); дата одобрения: 
19 января 2022 года. От всех пациентов, участво-
вавших в исследовании, было получено информи-
рованное согласие.

Конфликт интересов. М.С. (Максим Сорокин) 
и А.Б. имеют финансовые отношения с ООО «Онко
бокс», 121205 Москва, Россия. Работодатели не при-

нимали участия в разработке дизайна исследо-
вания, сборе, анализе и интерпретации данных, 
написании рукописи и принятии решения о пуб-
ликации результатов. Остальные авторы не заяв-
ляют о конфликте интересов.

Дополнительные материалы. Приложение к 
статье опубликовано на сайте журнала «Биохимия» 
(https://biochemistrymoscow.com).
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HUMAN BLOOD SERUM ANTAGONIZES EFFECTS  
OF EGFR/HER2-TARGETED DRUG LAPATINIB ON SQUAMOUS 

CARCINOMA SK-BR-3 CELL GROWTH AND GENE EXPRESSION
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Lapatinib is a targeted therapeutic inhibiting HER2 and EGFR proteins. It is used for the therapy of 
HER2-positive breast cancer, although not all the patients respond on it. Using human blood serum sam-
ples from 14 female donors (separately taken or combined), we found that human blood serum dramat-
ically abolishes lapatinib inhibition of growth of human breast squamous carcinoma SK-BR-3 cell line. 
This antagonism between lapatinib and human serum was connected with cancel of drug induced G1/S 
cell cycle transition arrest. RNA sequencing revealed 308 differentially expressed genes in the presence 
of lapatinib. Remarkably, when combined with lapatinib, human blood serum showed the capacity of 
restoring both the rate of cell growth, and the expression of 96.1% of genes that were altered by lapa-
tinib treatment alone. EGF co-administration with lapatinib also restores the cell growth and cancels 
alteration of 95.8% of genes specific to lapatinib treatment of SK-BR-3 cells. Differential gene expres-
sion analysis also showed that in the presence of human serum or EGF, lapatinib was unable to inhibit 
Toll Like Receptor signaling pathway and alter expression of genes linked with Gene Ontology term of  
Focal adhesion.

Keywords: EGFR, Erbb2, HER-targeted cancer therapy, human blood serum, lapatinib, EGF, squamous cell 
carcinoma, SK-BR-3 cells, drug resistance, transcriptome profiling
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Известно, что некоторые трициклические антидепрессанты (ТЦА), включая амитриптилин (ATL), 
кломипрамин (CLO) и дезипрамин (DES), эффективны для купирования нейропатической боли. 
Ранее было установлено, что ATL, CLO и DES способны потенциал-зависимо блокировать транс-
мембранные глутаматные NMDA-рецепторы  (NMDAR), играющие ключевую роль в патогенезе 
нейропатической боли. Несмотря на схожую структуру, ATL, CLO и DES взаимодействуют с NMDAR 
с разной эффективностью. Цель представленного исследования – методами компьютерного моде-
лирования изучить связывание ATL, CLO и DES с NMDAR и выявить структурные особенности 
препаратов, определяющие их ингибиторную активность по отношению к NMDAR. Был проведен 
молекулярный докинг исследуемых ТЦА в канал NMDAR, методом молекулярной динамики (МД) 
рассчитаны конформационные изменения полученных комплексов в липидном бислое. Внутри 
канала NMDAR выявлен один сайт для связывания третичных аминов ATL и  CLO (верхний) и 
два сайта для вторичного амина DES (верхний и нижний), расположенных вдоль оси канала на 
разном расстоянии от внеклеточной стороны мембраны. Методом МД установлено, что положе-
ние DES в нижнем сайте стабилизируется только в присутствии катиона натрия внутри канала 
NMDAR. За счет одновременного взаимодействия двух атомов водорода своей катионной группы 
с аминокислотными остатками аспарагина в ионной поре DES прочнее связывается с NMDAR, 
по сравнению с ATL и CLO, чем могут быть обусловлены его более сильные побочные эффекты. 
Выдвинуто предположение, что ATL менее эффективно связывается с NMDAR, по сравнению с DES 
и CLO, из-за меньшей конформационной подвижности. Выявленные особенности структурно- и 
катион-зависимого механизма взаимодействия ТЦА с NMDAR помогут дальнейшей разработке 
эффективной и безопасной противоболевой терапии.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: трициклические антидепрессанты, нейропатическая боль, NMDA-рецептор, 
молекулярный докинг, молекулярная динамика.

DOI: 10.31857/S0320972524030073 EDN: WKAEPJ

Принятые сокращения: ЛПП  – лекарственные психотропные препараты; МД  – молекулярная динамика; 
МК-801  – дизоцилпин; ТЦА  – трициклические антидепрессанты; ATL  – амитриптилин; CLO  – кломипрамин; 
DES  – дезипрамин; ELJ-SR и ECOUL-SR  – энергии ван-дер-ваальсовых сил и кулоновских взаимодействий, рассчи-
танных для близких контактов между атомами; NCX – натрий-кальциевый обменник; NMDAR – ионотропный 
рецептор глутамата, селективно связывающий N-метил-D-аспартат; RMSD – среднеквадратичные отклонения 
атомов от их начального положения.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Известно, что некоторые трициклические 
антидепрессанты  (ТЦА) эффективны для управ-
ления синдромом нейропатической боли, и их 
назначают в качестве первой линии противоболе-

вой терапии [1, 2]. ТЦА могут взаимодействовать 
с несколькими молекулярными мишенями в цен-
тральной и периферической нервных системах: 
натриевыми  [3], кальциевыми  [4, 5], калиевыми 
каналами  [6], адренорецепторами  [7, 8], опиоид-
ными [9, 10] и серотониновыми рецепторами [11]. 
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Благодаря этой особенности они обладают плейо-
тропным действием, но при этом и широким спек-
тром побочных эффектов  [12]. Весомый вклад в 
фармакологический профиль ТЦА вносит их спо-
собность ингибировать глутаматные NMDA-рецеп-
торы (NMDAR) [13–15], играющие ключевую роль в 
патогенезе нейропатического болевого синдрома. 
Ранее методом локальной фиксации потенциала 
нашей научной группой было показано, что ТЦА 
амитриптилин (ATL), кломипрамин (CLO) и дезип-
рамин (DES) способны магний- и потенциал-зави-
симо блокировать NMDAR [16, 17]. Cогласно клини-
ческим данным, эти препараты эффективны для 
управления синдромом хронической нейропати-
ческой боли [18]. Несмотря на схожую структуру, 
ATL, CLO и DES взаимодействуют с NMDAR с разной 
эффективностью [16, 17], а также различаются по 
своей противоболевой эффективности и силе по-
бочных эффектов. Цель представленного исследо-
вания – методами компьютерного моделирования 
изучить связывание ATL, CLO и DES с NMDAR, опре-
делить вклад различных взаимодействий в этот 
процесс, сопоставить результат вычислительных 
экспериментов с известными экспериментальны-
ми данными и выявить структурные особенности 
препаратов, определяющих их антиглутаматерги-
ческую активность.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка трехмерных моделей. Трехмер
ные модели исследованных  ТЦА строили и оп
тимизировали методом минимизации энергии 
в вакууме с помощью программного пакета 
Avogadro  v1.2.0  [19]. Ациклические атомы азота 
препаратов принимали протонированными. 
NMDAR расположен в плазматической мембране 
и представляет собой тетрамер, в состав которого 
входят две субъединицы GluN1 и две субъедини-
цы GluN2 (2A, 2B или 2С) [20]. Каждая субъединица 
состоит из трех доменов: внеклеточный терми-
нальный домен (amino terminal domain, ATD), вне-
клеточный лиганд-связывающий домен (ligand 
binding domain,  LBD) и трансмембранный домен 
(transmembrane domain, TBD). На момент написа-
ния представленной статьи в базе данных белко-
вых структур (protein databank, PDB) были доступ-
ны несколько трехмерных структур тетрамеров 
NMDAR различных организмов (человек, крыса, 
африканская лягушка Xenopus laevis). При выборе 
структуры для вычислительных экспериментов 
мы руководствовались следующими принципами. 
Во-первых, желательно, чтобы тетрамер NMDAR 
состоял из субъединиц GluN1 и GluN2B, поскольку 
именно такой субъединичный состав соответству-
ет экспериментам in vitro на первичной культуре 

кортикальных нейронов крыс [17, 21]. Во-вторых, 
в качестве возможных моделей рецептора для 
вычислительного эксперимента мы отбирали 
комплексы NMDAR с канальными блокаторами, 
близкими по структуре к исследуемым ТЦА. Так, 
наибольший интерес с этой точки зрения пред-
ставляли комплекс NMDAR африканской лягушки 
X. laevis с блокатором ионного канала дизоцилпи-
ном (МК-801), код  5UN1  [22], и комплекс NMDAR 
крысы с блокатором мемантином, код  7SAD  [23]. 
Из  этих двух структур мы выбрали первую, по-
скольку, во-первых, она была получена с лучшим 
разрешением (3,6 Å против 3,96 Å), а, во-вторых, 
МК-801 содержит в своей структуре такую же 
трициклическую группу, что и исследуемые ТЦА. 
Таким образом, в качестве трехмерной модели 
NMDAR мы использовали структуру  5UN1, полу-
ченную методом рентгеноструктурного анали-
за (РСА) [22], цепи A, B, C и D. В состав этой струк-
туры входят две субъединицы GluN1 (цепи A и C) 
и две субъединицы GluN2B (цепи  B  и  D) без тер-
минального домена. Здесь и далее нумерация 
аминокислот соответствует первичной последова-
тельности рецептора, представленной в базе дан-
ных UniProt [24]: код A0A1L8F5J9 – для субъедини-
цы GluN1; код A7XY94 – для субъединицы GluN2B. 
Для моделирования оставили только фрагменты 
субъединиц рецептора, образующих пору канала: 
аминокислоты 600–655 субъединиц GluN1 и амино-
кислоты 598–653 субъединиц GluN2B. С помощью 
онлайн-сервиса Clustal Omega [25] было проведено 
выравнивание первичных последовательностей 
этих фрагментов NMDAR африканской лягушки, 
крысы и человека, которое показало, что они 
полностью идентичны (рис. П1, а в Приложении). 
Поэтому данные, полученные в представленной 
работе на NMDAR X. laevis можно экстраполиро-
вать на крысу и человека. Графическое изобра-
жение фрагмента NMDAR, используемого для 
вычислений, представлено на  рис. П1, б в  При-
ложении. Недостающие атомы, не «увиденные» 
методом РСА, добавили с помощью программного 
пакета VMD v1.9.4а53 [26], затем модель оптимизи-
ровали методом минимизации энергии в вакууме 
с использованием программы NAMD v2.13 [27].

Молекулярный докинг. Подготовленные 
3D-модели NMDAR и лигандов использовали для 
процедуры молекулярного докинга ATL, DES и CLO 
в пору канала рецептора. Молекулярный докинг 
проводили с помощью онлайн-версии программы 
Rosetta  [28], алгоритм которой позволяет варьи-
ровать конформацию лиганда и конформации 
аминокислот сайта связывания (гибкий докинг). 
Для того чтобы охватить все пространство поры 
канала и не упустить возможные конформации 
лиганда на границе областей поиска, для каждого 
лиганда процедуру докинга проводили трижды. 
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В  первом запуске центром области поиска зада-
вали координаты атома азота молекулы МК-801 
в структуре 5UN1, во втором запуске – точку, рас-
положенную на 7 Å глубже в поре канала NMDAR 
(на  7 Å ближе к внутриклеточной стороне мем-
браны), в третьем запуске – точку, расположенную 
на 14 Å глубже в поре канала NMDAR (на 14 Å бли-
же к внутриклеточной стороне мембраны). Радиус 
области поиска задавали равным 7 Å, для осталь-
ных параметров использовали значения по умол-
чанию. Для каждого запуска процедуры молеку-
лярного докинга число генерируемых возможных 
конформаций комплекса рецептор–лиганд прини-
мали равным 200. Сгенерированные конформации 
ранжировали по величине энергии взаимодей-
ствия. Для дальнейшего исследования комплексов 
методом молекулярной динамики (МД) выбирали 
самые энергетически выгодные конформации.

Молекулярная динамика в липидном би-
слое. Полученные методом молекулярного до-
кинга комплексы ТЦА с  NMDAR с помощью он-
лайн-сервиса CHARMM-GUI Membrane Builder [29] 
виртуально встраивали в липидный бислой раз-
мером 80 × 80 Å, состоящий из молекул 1-пальми-
тоил-2-олеоил-sn-глицеро-3-фосфохолина  (POPC). 
Общее количество молекул POPC составило  156 
(83 – в верхнем липидном слое и 73 – в нижнем). 
Затем к системе виртуально добавили раствори-
тель (воду), толщину слоя воды над и под мембра-
ной задавали равной  15 Å. На  заключительном 
этапе для нейтрализации заряда к системе доба-
вили ионы натрия и хлора, концентрацию NaCl 
задавали равной  0,15 М. Полученная система на 
примере комплекса ATL–NMDAR графически изо-
бражена на рис. П1, в Приложении. Конформаци-
онные изменения комплексов NMDAR с лиганда-
ми рассчитывали методом МД с использованием 
вычислительных ресурсов суперкомпьютерного 
центра Санкт-Петербургского политехнического 
университета Петра Великого. Использовали про-
граммный пакет GROMACS  2019.4  [30] и силовое 
поле CHARMM36m [31]. Систему, сконструирован-
ную с помощью CHARMM-GUI Membrane Builder, 
оптимизировали методом минимизации энергии 
и подвергали поэтапной релаксации с постепен-
ным ослаблением ограничений, наложенных на 
движение атомов. Общая длительность релак-
сации составила 39 нс. Затем конформационные 
изменения системы моделировали методом  МД 
без ограничений, длина каждой симуляции со-
ставила 100 нс с шагом интегрирования 0,002 пс. 
В расчетном эксперименте поддерживали посто-
янную температуру 303 К и постоянное давления 
1 бар с помощью термостата V-rescale [32] и баро-
стата Паринелло–Рамана  [33]. При межатомном 
расстоянии больше 1,2 нм кулоновскими взаимо-
действиями и ван-дер-ваальсовыми силами ме-

жду атомами пренебрегали. Дальние электроста-
тические взаимодействия рассчитывали методом 
Эвальда [34]. Длины связей в молекулах NMDAR и 
лигандов поддерживали постоянными с помощью 
алгоритма LINCS [35].

Расчет энергетических характеристик взаи-
модействия между ТЦА и NMDAR. По траектори-
ям МД была рассчитана зависимость от времени 
параметров ELJ-SR и ECOUL-SR. Эти характеристики 
представляют собой энергии ван-дер-ваальсовых 
сил (потенциал Леннард-Джонса,  LJ) и кулонов-
ских (Coulomb) взаимодействий соответственно, 
рассчитанных для близких контактов (Short-Range) 
между атомами ТЦА и NMDAR, а именно для тех 
пар атомов белка и лиганда, расстояние между 
которыми не превышает 1,2 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Молекулярный докинг ТЦА в ионную пору 
NMDAR. На  первом этапе был проведен молеку-
лярный докинг ATL, DES и CLO (рис. 1, а) в ионную 
пору канала NMDAR.

В случае ATL и CLO процедура молекулярно-
го докинга выявила только одно возможное ме-
сто связывания этих препаратов внутри NMDAR 
(рис. 1, б и в). В этом сайте трициклические груп-
пы препаратов связываются в окружении амино-
кислот Val642 и Thr646 субъединиц GluN1 и амино-
кислот Leu640 и Thr644 субъединиц GluN2B, а атом 
водорода катионной группы ATL и  CLO образует 
водородную связь с атомом кислорода бокового 
радикала (Oδ1) аспарагина Asn612 одной из субъ-
единиц GluN2B.

Согласно полученным данным, DES может 
связываться внутри NMDAR в двух сайтах, рас-
положенных на оси канала рецептора на разном 
расстоянии от внеклеточной и внутриклеточной 
сторон плазматической мембраны (рис. 1, г и д). 
Первый (верхний) сайт соответствует сайту связы-
вания ATL и CLO. В верхнем сайте трициклическая 
группа DES связывается в окружении аминокислот 
Val642 и Thr646 субъединиц GluN1 и аминокислот 
Leu640 и Thr644 субъединиц  GluN2B  (рис. 1, г). 
Один из атомов водорода катионной группы 
DES образует водородную связь (отмечена пунк-
тирной линией) с атомом кислорода Oδ1 боко-
вого радикала аспарагина Asn612 субъедини
цы GluN2B  (рис. 1. г). Во  втором (нижнем) сайте 
(рис. 1,  д) азот трициклической группы DES рас-
положен на том же уровне, на котором распо-
ложена катионная группа в верхнем положении, 
а именно в окружении боковых радикалов аспа-
рагинов Asn612 субъединиц  GluN2B. В  нижнем 
сайте трициклическая группа DES взаимодейству-
ет с Val642 и Leu640, но не с треонинами Thr646  
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Рис. 1. Сайты связывания ТЦА с NMDAR (по данным молекулярного докинга). а – Структуры исследуемых ве-
ществ; б – единственный (верхний) сайт связывания ATL; в – единственный (верхний) сайт связывания CLO; 
г  –  верхний сайт связывания  DES; д  – нижний сайт связывания  DES. Ключевые взаимодействия отмечены 
пунктирными линиями. Неполярные водороды не показаны для четкости рисунка

и Thr644; один из водородов катионной груп-
пы  DES образует водородную связь (отмечена 
пунктирной линией) с атомом кислорода остова 
Asn612 субъединицы GluN2B.

Таким образом, методом молекулярного 
докинга мы выявили сайты связывания ТЦА 

в ионной поре  NMDAR и установили, что DES 
(и только DES) может связываться в сайте, распо-
ложенном глубже в ионной поре, ближе к внутри-
клеточной стороне плазматической мембраны.

Молекулярная динамика комплексов NMDAR 
с ТЦА. Конформационные изменения полученных 
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Рис. 2. Взаимодействие амитриптилина (ATL) с NMDAR (по данным МД). Ключевые взаимодействия отмечены 
пунктирной линией. а – Положение молекулы ATL в сайте после 10 нс симуляции; б – положение молекулы 
ATL в сайте после 40 нс симуляции; в – положение молекулы ATL в сайте после 60 нс симуляции; г – зависи-
мость от времени расстояния между атомом водорода H1 катионной группы ATL и атомом кислорода O1δ бо-
кового радикала Asn612 одной из субъединиц GluN2B (distH1–O1δ)

комплексов NMDAR с ТЦА были изучены методом 
МД в липидном бислое. Подготовка системы ре-
цептор/лиганд/мембрана/растворитель подробно 
описана в разделе «Материалы и методы». Кон-
формационные изменения сайта связывания и 
движение молекул ТЦА внутри NMDAR были про-
инспектированы визуально. Дополнительно, по 
полученным траекториям была рассчитана зави-
симость от времени среднеквадратичных откло-
нений (root mean square deviation, RMSD) атомов 
молекулы ТЦА и Сα-атомов молекулы NMDAR от 
их начального положения. Также для конформаци-
онного анализа по полученным траекториям была 
рассчитана зависимость от времени расстояний 
между функционально значимыми атомами.

Амитриптилин. Визуальная инспекция кон-
формационных изменений комплекса показала, 
что в течение симуляции молекула ATL меняет 
свое положение внутри ионной поры. Значе-
ние RMSD ATL в течение симуляции возрастает 
до 1,5 Å (рис. П2 в Приложении), что подтверждает 
заметное изменение положения молекулы ли-
ганда в сайте связывания. Значение RMSD Сα-ато-
мов NMDAR увеличивается в течение первых 5 нс 

симуляции, затем выходит на плато и варьируется 
в диапазоне 2–3 Å (рис. П2 в Приложении), что ука-
зывает на стабилизацию полипептидных цепей 
молекулы NMDAR.

Результат конформационного анализа ком-
плекса ATL с NMDAR представлен на рис. 2.

Трициклическая группа препарата на про-
тяжении всего периода симуляции остается свя-
занной в окружении алифатических аминокислот 
Val642 и Thr646 субъединиц GluN1, а также Leu640 
и Thr644 субъединиц GluN2B (рис. 2, а–в). На про-
тяжении первых 20 нс симуляции атом водорода 
катионной группы ATL образует стабильную водо-
родную связь с атомом кислорода O1δ бокового 
радикала аспарагина Asn612 одной из субъеди-
ниц GluN2B (рис. 2, а), расстояние между атомами 
составляет около 2 Å  (рис. 2, г). В период 20–50 нс 
ATL взаимодействует с Asn612 через молекулу 
воды (рис. 2, б), расстояние между атомами состав-
ляет примерно 4 Å (рис. 2, г). Затем атомы отдаля-
ются друг от друга (рис. 2, в и г), ATL и Asn612 те-
ряют связь и не взаимодействуют даже через воду.

В нашей предыдущей работе мы моделирова-
ли взаимодействие ATL–NMDAR с помощью других  
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Рис. 3. Взаимодействие CLO с NMDAR (по данным МД). а – Положение молекулы CLO в сайте после 10 нс симу-
ляции; б – положение молекулы CLO в сайте после 60 нс симуляции; в – зависимость от времени расстояния 
между атомом водорода H1 катионной группы CLO и атомом кислорода O1δ бокового радикала Asn612 одной 
из субъединиц GluN2B (distH1–O1δ, отмечено цифрой 1) и расстояния между атомом хлора лиганда и атомом 
азота N1δ бокового радикала Asn614 одной из субъединиц GluN1 (distCL–N1δ, отмечено цифрой 2). Ключевые 
взаимодействия отмечены пунктирной линией. Второстепенные водороды не показаны для четкости рисунка

программ для молекулярного докинга и молеку-
лярной динамики (Autodock Vina  1.1.2 и  NAMD) 
и получили схожий результат [21]. В работе 2019 
года мы проверили стабильность комплекса 
NMDAR–ATL с помощью короткой симуляции (дли-
ной 2 нс) методом МД и выявили, что катионная 
группа ATL взаимодействует с боковым радикалом 
аспарагина Asn612 одной из субъединиц GluN2B. 
В  представленном исследовании мы моделиро-
вали конформационное поведение ATL в ионной 
поре NMDAR в течение 100 нс, что позволило бо-
лее детально изучить конформационную подвиж-
ность ATL внутри NMDAR.

Кломипрамин. Согласно визуальной инспек-
ции, положение молекулы CLO внутри канала 
NMDAR стабильно на протяжении 100  нс. Значе-
ние RMSD CLO также возрастает в течение первых 
5 нс симуляции, затем выходит на плато и колеб-
лется в диапазоне 0,3–0,5 Å  (рис.  П3 в  Приложе-
нии), что также указывает на стабильное положе-
ние молекулы CLO в сайте связывания. Значение 
RMSD Сα-атомов NMDAR увеличивается в течение 

первых 5 нс симуляции, затем выходит на плато 
и варьируется в диапазоне 2–2,5 Å (рис. П3 в При-
ложении), что указывает на стабилизацию поли-
пептидных цепей молекулы NMDAR.

Результат конформационного анализа ком-
плекса CLO с NMDAR представлен на рис. 3. Трици-
клическая группа препарата на протяжении всего 
периода симуляции остается связанной в окруже-
нии алифатических аминокислот Val642 и Thr646 
субъединиц GluN1, а также Leu640 и Thr644 субъ-
единиц GluN2B (рис. 3, а и б). На протяжении си-
муляции атом водорода H1 катионной группы CLO 
либо образует стабильную водородную связь с ато-
мом кислорода O1δ бокового радикала аспарагина  
Asn612 одной из субъединиц GluN2B  (рис. 3, а; 
периоды симуляции 0–50 и 80–95 нс на  рис. 3, в), 
либо взаимодействует с Asn612 через молекулу 
воды (рис. 3, б; периоды симуляции 50–80 и 95–
100 нс на  рис. 3, в). Атом хлора на протяжении 
всей симуляции держится вблизи атома азота 
N1δ бокового радикала Asn614 одной из субъеди-
ниц GluN1 (рис. 3, а–в), среднее расстояние между 
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Рис. 4. Взаимодействие DES с верхним сайтом NMDAR (по данным МД). а – Положение молекулы DES в сайте 
после 10 нс симуляции; б – положение молекулы DES в сайте после 90 нс симуляции; в – положение молекулы 
DES в сайте после 100 нс симуляции; г – зависимость от времени расстояния между атомами водорода H1 и H2 
катионной группы DES и атомами кислорода O1δ и O2δ боковых радикалов Asn612 субъединиц GluN2B (distH1–
O1δ и distH2–O2δ, отмечены цифрами 1 и 2 соответственно). Ключевые взаимодействия отмечены пунктирной 
линией. Второстепенные водороды не показаны для четкости рисунка

этими атомами составляет 3,4 Å. По всей видимо-
сти, в данном случае между хлором и азотом обра-
зуется галогенная связь, максимальное расстояние 
для ее образования составляет 3,6 Å [36]. Интересно 
отметить, что атом азота трициклической группы 
не образует никаких близких контактов ни с окру-
жающими аминокислотами, ни с молекулами воды.

Дезипрамин в верхнем сайте. Визуальная ин-
спекция конформационных изменений комплекса 
показала, что положение молекулы DES в верхнем 
лиганд-связывающем сайте NMDAR менее стабиль-
но по сравнению с CLO. Значение RMSD DES в тече-
ние симуляции возрастает до 1,5 Å (рис. П4 в При-
ложении), что указывает на изменение положения 
молекулы лиганда в процессе симуляции. Значе-
ние RMSD Сα-атомов NMDAR увеличивается в те-
чение первых 10 нс симуляции, затем выходит на 
плато и варьируется в диапазоне 2–2,5 Å  (рис. П4 
в Приложении), что указывает на стабилизацию 
полипептидных цепей молекулы NMDAR.

Результат конформационного анализа ком-
плекса DES с верхним сайтом NMDAR представлен 
на рис. 4.

Трициклическая группа препарата на про-
тяжении всего периода симуляции остается свя-
занной в окружении алифатических аминокис-
лот Val642 и Thr646 субъединиц GluN1 и Leu640 и 
Thr644 субъединиц GluN2B  (рис. 4,  а–в). В  проме-
жутках 0–10, 20–25 и 35–40 нс один из атомов водо-
рода (H1) катионной группы DES образует стабиль-
ную водородную связь с атомом кислорода O1δ 
бокового радикала аспарагина Asn612 одной из 
субъединиц GluN2B, одновременно с этим второй 
атом водорода (H2) катионной группы связан с ато-
мом кислорода O2δ бокового радикала аспарагина 
Asn612 второй субъединицы GluN2B (рис. 4, а и г). 
В  остальное время оба атома водорода катион-
ной группы DES взаимодействуют с окружающи-
ми аминокислотами через одну молекулу воды 
(рис. 4, б и г). И лишь после 90 нс симуляции ка-
тионная группа теряет связь с аспарагинами ион-
ной поры и не взаимодействует с ними даже через 
воду (рис. 4, в и г).

Дезипрамин в нижнем сайте. Положение мо-
лекулы DES в нижнем сайте NMDAR также неста-
бильно. Значение RMSD DES в течение симуляции 
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Рис. 5. Взаимодействие DES с нижним сайтом NMDAR (по данным МД). а – Положение молекулы DES в сайте 
после 3 нс симуляции; б  – положение молекулы DES в сайте после 30 нс симуляции; в  – положение молеку-
лы DES в сайте после 68 нс симуляции; г – зависимость от времени расстояния между атомами водорода H1 
и H2 катионной группы DES и атомами кислорода О1 и О2 остова аминокислотных остатков Asn612 субъеди-
ниц GluN2B (distH1–O1 и distH2–O2, отмечены цифрами 1 и 2 соответственно); д – зависимость от времени рас-
стояния между атомами водорода H1 и H2 катионной группы DES и атомами кислорода O1δ и O2δ боковых ра-
дикалов аминокислотных остатков Asn612 субъединиц GluN2B (distH1–O1δ и distH2–O2δ, отмечены цифрами   
1 и 2 соответственно). Ключевые взаимодействия отмечены пунктирной линией. Второстепенные водороды 
не показаны для четкости рисунка

возрастает до  1,5 Å  (рис.  П5 в  Приложении), что 
указывает на изменение положения молекулы ли-
ганда в сайте связывания. Значение RMSD Сα-ато-
мов NMDAR увеличивается в течение первых 10 нс 
симуляции, затем выходит на плато и варьируется 
в диапазоне 1,5–2,0 Å (рис. П5 в Приложении), что 
указывает на стабилизацию полипептидных це-
пей молекулы NMDAR.

Результат конформационного анализа ком-
плекса DES с NMDAR представлен на рис. 5. Трици-

клическая группа препарата в течение симуляции 
взаимодействует с алифатическими аминокисло-
тами Val642 и Thr646 субъединиц GluN1, а также 
аминокислотами Leu640 и Thr644 субъединиц 
GluN2B (рис. 5, а–в). В промежутке 0–3 нс оба ато-
ма водорода катионной группы DES образуют 
водородные связи с атомами кислорода остова 
аминокислотных остатков Asn612 субъединиц 
GluN2B  (рис. 5, а и г). Затем после переходного 
периода (3–21 нс, катионная группа находится на  



ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ТЦА С NMDA-РЕЦЕПТОРОМ 477

БИОХИМИЯ том 89 вып. 3 2024

Рис. 6. Взаимодействие DES с нижним сайтом NMDAR в присутствии катиона натрия в ионной поре (по дан-
ным МД). а – Положение молекулы DES в сайте после 5 нс симуляции; б – положение молекулы DES в сайте 
после 50 нс симуляции; в – положение молекулы DES в сайте после 100 нс симуляции; г – зависимость от вре-
мени расстояния между атомом водорода  H1 катионной группы DES и атомами кислорода О1 и  О2 остова 
аминокислотных остатков Asn612 субъединиц GluN2B (distH1–O1 и distH1–O2, отмечены цифрами 1 и 2 соот-
ветственно); д – зависимость от времени расстояния между атомом водорода H2 катионной группы DES и ато-
мами кислорода О1 и О2 остова аминокислотных остатков Asn612 субъединиц GluN2B (distH2–O1 и distH2–O2, 
отмечены цифрами 1 и 2 соответственно). Ключевые взаимодействия отмечены пунктирной линией. Второ-
степенные водороды не показаны для четкости рисунка

уровне кислородов остова  Asn612, но водород-
ных связей нет) в промежутке 21–45  нс один из 
водородов катионной группы DES сохраняет водо-
родную связь с атомом кислорода остова Asn612  
одной из субъединиц GluN2B; второй же атом во-
дорода эту связь теряет и взаимодействует только 
с молекулой воды  (рис. 5, б и г). В этом же проме-
жутке молекула DES постепенно продвигается  
по направлению к верхнему сайту. После 45 нс 
симуляции молекула DES полностью переходит в 

верхний сайт, связь с кислородом остова Asn612 
теряется, но один из атомов водорода катионной 
группы образует водородную связь с кислородом 
бокового радикала Asn612 одной из субъединиц 
GluN2B (рис. 5, в–д). После 80 нс симуляции кати-
онная группа теряет связь с аспарагинами ионной 
поры (рис. 5, д) и не взаимодействует с ними даже 
через воду.

Дезипрамин в нижнем сайте в присутствии 
Na+ в ионной поре. Согласно экспериментальным 
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данным, полученным ранее нашей научной груп-
пой методом фиксации потенциала, DES глубже 
проникает в ионную пору NMDAR по сравнению с 
CLO и ATL [17]. Методом докинга мы выявили, что 
один из сайтов DES находится глубже внутри ион-
ной поры, ближе к внутриклеточной стороне мем-
браны. Однако, согласно данным МД, положение 
молекулы DES в этом сайте нестабильно. В наших 
ранних работах мы показали, что трицикличе-
ская группа лекарственных психотропных препа-
ратов (ЛПП), обладающих противоболевой актив-
ностью, имеет V-образную конформацию  [37], и 
высказали предположение, что такая структура 
может связывать катион натрия и кальция через 
пи-катионное взаимодействие. Отсюда логично 
вытекает гипотеза, что положение молекулы DES 
в нижнем сайте может быть стабилизировано ка-
тионом натрия или кальция. Чтобы проверить эту 
гипотезу, мы запустили расчет конформационных 
изменений комплекса DES с нижним сайтом мето-
дом МД, предварительно поместив катион натрия 
в ионную пору NMDAR возле трициклической 
группы DES.

Согласно полученным расчетным данным, в 
случае присутствия катиона натрия внутри рецеп-
тора положение молекулы  DES более стабильно 
внутри канала NMDAR, чем без него. Значение 
RMSD DES в первые 60  нс симуляции варьирует-
ся в диапазоне  0,4–1,2 Å, затем оставшиеся 40 нс 
симуляции  – незначительно колеблется в рай-
оне  0,8 Å  (рис.  П6 в  Приложении), что указывает 
на стабилизацию положения молекулы лиганда 
в сайте связывания. Значение RMSD Сα-атомов 
NMDAR увеличивается в течение первых 20 нс си-
муляции, затем выходит на плато и незначитель-
но колеблется возле своего среднего значения 2,5 Å 
(рис. П6 в Приложении), что указывает на стаби-
лизацию полипептидных цепей молекулы NMDAR.

Результат конформационного анализа ком-
плекса DES с нижним сайтом NMDAR в присут-
ствии катиона натрия представлен  на  рис. 6. 
Трициклическая группа препарата на протяже-
нии всего периода симуляции остается связан-
ной в окружении алифатических аминокислот 
Val642 субъединиц GluN1 и Leu640 субъединиц 
GluN2B (рис. 6, а–в). В течение первых 15 нс симу-
ляции молекула дезипрамина еще глубже погру-
жается в ионную пору, по сравнению с конфор-
мацией, полученной методом молекулярного 
докинга  (рис. 1, д): в течение этих 15 нс один из 
атомов водорода взаимодействует с кислородом 
остова аспарагина Asn613 одной из субъединиц 
GluN2B (Asn613 расположен ближе к внутри-
клеточной стороне мембраны по сравнению с 
Asn612; рис. 6, а). Затем, на протяжении остав-
шегося периода симуляции оба атома водорода 
катионной группы DES (H1  и  H2) попеременно  

образуют водородные связи с атомами кислородов 
остова аминокислотных остатков Asn612 (O1 и O2): 
происходит вращение катионной группы вокруг 
связи C–N, и отдельно взятый атом водорода взаи-
модействует то с одной, то с другой субъедини-
цей GluN2B  (рис. 6, б–д). На рис. 6, б и в показано 
положение молекулы DES в сайте с одного и того 
же ракурса; видно, что в разные моменты симу-
ляции метильный заместитель катионной груп-
пы направлен то в одну, то в другую сторону, что 
указывает на вращение катионной группы вокруг 
оси ионной поры. На  рис. 6,  г  и  д также можно 
увидеть, что после первых 15 нс симуляции каж-
дый атом водорода катионной группы почти все 
время взаимодействует с одним из атомов кисло-
рода остова Asn612, за исключением моментов 
конформационных переходов (поворота катион- 
ной группы).

Таким образом, согласно полученным данным, 
катион натрия в ионной поре стабилизирует свя-
зывание дезипрамина с нижним сайтом. Инте-
ресно отметить, что вопреки ожиданиям, катион 
натрия взаимодействует не с трициклической 
группой DES, а с атомами кислорода Asn614 одной 
из субъединиц GluN1 и Asn612 одной из субъеди-
ниц GluN2B, работая, таким образом, в качестве 
буфера между отрицательно заряженным азотом 
трициклической группы препарата и отрица-
тельно заряженными кислородами аспарагинов 
(выше мы выдвинули предположение, что имен-
но из-за близости азота DES и атомов кислорода 
аспарагинов дезипрамин не может удерживаться  
в нижнем сайте).

Дезипрамин в нижнем сайте в присутствии 
Ca2+, Mg2+ и Li+ в ионной поре. Аналогичный рас-
чет мы провели для катионов кальция, магния и 
лития. Эти ионы были выбраны по следующим 
причинам. Катионы кальция, как и катионы на-
трия, могут проходить через ионную пору NMDAR, 
катион магния закрывает канал рецептора в 
неактивном состоянии, а литий известен своим 
нейропротекторным эффектом против эксайто-
токсичности, опосредованной NMDAR. Резуль-
тат вычислительного эксперимента представлен 
на  рис. 7. Катион кальция выходит из ионной 
поры еще на стадии оптимизации системы, од-
нако значительную часть времени симуляции 
остается связанным возле концевых аминокис-
лот модели NMDAR (Leu655 субъединицы GluN1 и 
Gln653 субъединицы GluN2B) с внешней стороны 
плазматической мембраны (рис. П7, а в Приложе-
нии). В  присутствии катиона кальция молекула 
DES в процессе симуляции переходит из нижнего 
сайта в верхний, и на протяжении большей части 
симуляции катионная группа DES взаимодейству-
ет с Asn612 одной из субъединиц GluN2B (рис. 7, а). 
Катион магния выходит из ионной поры NMDAR  
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Рис. 7. Взаимодействие дезипрамина (DES) с нижним сайтом NMDAR в присутствии катионов кальция, магния 
и лития в ионной поре (по данным МД). а – Положение молекулы DES в присутствии катиона кальция после 
75  нс симуляции (катион кальция выходит из ионной поры в процессе оптимизации системы и не отобра-
жен на рисунке); б – положение молекулы DES в присутствии катиона магния после 80 нс симуляции (катион 
магния выходит из ионной поры после 47 нс симуляции и не отображен на рисунке); в – положение молеку-
лы DES в присутствии катиона лития после 100 нс симуляции; г – выравнивание конечных конформаций DES 
после 100 нс в присутствии катионов натрия, кальция, магния и лития в ионной поре. Ключевые взаимодей-
ствия отмечены пунктирной линией. Второстепенные атомы водородов не отображены для четкости рисунка

после 47 нс симуляции и оставшееся время не 
взаимодействует с рецептором  (рис. П7, б в  При-
ложении). Молекула DES в процессе симуляции 
также переходит из нижнего сайта в верхний, на 
протяжении большей части симуляции катион-
ная группа DES взаимодействует с Asn612 одной 
из субъединиц GluN2B  (рис. 7, б). Катион лития в 
процессе симуляции остается связанным внутри 
ионной поры  (рис. 7, в), молекула DES частично 
переходит из нижнего сайта в верхний. Один из 
атомов водорода катионной группы препарата в 
течение всей симуляции взаимодействует с ато-
мом кислорода остова Asn612 одной из субъединиц 
GluN2B, другой атом водорода – с боковым радика-
лом Asn614 одной из субъединиц GluN1 (рис. 7, в).

На рис. 7, г представлено выравнивание кон-
формаций комплексов NMDAR с DES после 100 нс 
симуляции в присутствии различных ионов. Глуб-
же всего молекула DES связана в ионной поре в 
присутствии Na+, чуть выше – в присутствии Li+, 
еще выше  – в присутствии  Ca2+, и ближе всего к 
внешней стороне плазматической мембраны пре-
парат находится в присутствии Mg2+. Таким обра-
зом, однозарядные катионы (Na+,  Li+) в большей 
степени способствуют удержанию молекулы DES в 
нижнем сайте, чем двухзарядные (Ca2+, Mg2+). При 
этом внутри каждой группы более тяжелый кати-
он прочнее удерживает DES внутри ионной поры 
(натрий тяжелее лития и кальций тяжелее маг-
ния). По всей видимости, такой эффект обусловлен 
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Усредненные значения энергетических характери-
стик взаимодействия ТЦА с NMDAR

Препарат ELJ–SR,  
ккал/моль

ECOUL–SR,  
ккал/моль

ATL (верхний сайт) –31,6 –12,2

CLO (верхний сайт) –40,8 –29,1

DES (верхний сайт) –29,3 –7,0

DES (нижний сайт) –30,1 –10,9

DES (нижний сайт) + Na+ –29,2 –36,1

Примечание. ELJ–SR и ECOUL–SR  – энергии ван-дер-вааль-
совых сил и кулоновских взаимодействий, рассчи-
танных для близких контактов между атомами ТЦА 
и NMDAR.

их гидратацией. Так, изначально катионы метал-
лов были помещены в ионный канал без гидрат-
ной оболочки. Однако уже в процессе релаксации 
системы катионы Na+, Li+, Ca2+ и Mg2+ связывали мо-
лекулы воды, и к началу симуляции катион натрия 
был окружен двумя, катион лития – двумя, катион 
кальция – девятью, катион магния – семью молеку-
лами воды. В процессе симуляции катион натрия 
удерживал 5–6 молекул H2O, лития – 4 молекулы, 
кальция – 7–8 молекул в несвязанном состоянии и 
5 молекул – после связывания с концевыми ами-
нокислотами NMDAR, магния – 7–8 молекул воды. 
Таким образом, из всех рассмотренных катионов 
магний наиболее прочно удерживает гидратную 
оболочку, с которой он покидает ионный канал. 
В некоторых структурах NMDAR, полученных экс-
периментально, присутствуют двухвалентные ме-
таллы. Так, структура 5UN1 [22] содержит катион 
магния, а структура 5H8N  [38] – катион кальция. 
В обоих случаях катионы взаимодействуют с ли-
ганд-связывающим доменом NMDAR, который в 
представленной работе был удален для ускорения 
моделирования. Будут ли ионы кальция и магния, 
связанные с LBD, оказывать эффект на взаимодей-
ствие ТЦА с NMDAR – еще предстоит выяснить в 
последующих вычислительных экспериментах с 
усложнением модели.

Оценка энергетических характеристик взаи-
модействия ТЦА с NMDAR. На  заключительном 
этапе мы оценили энергетические характеристики 
взаимодействия ТЦА с NMDAR. Зависимость ELJ-SR 
и ECOUL-SR от времени в виде скользящего среднего 
за период 5 нс представлена на рис. П8 в Приложе-
нии. В  таблице представлены средние значения 
ELJ-SR и ECOUL-SR за период симуляции 50–100 нс.

Согласно полученным данным, среднее значе-
ние энергии ван-дер-ваальсовых сил практически 
одинаково для всех препаратов (таблица) и слабо 
меняется в течение симуляции  (рис. П8, а  в  При-

ложении). Исключение составляет лишь CLO, 
массивный атом хлора которого усиливает эффек-
тивность стерических взаимодействий. Энергия 
электростатических взаимодействий в случае ATL 
в верхнем сайте, DES в верхнем сайте и DES в ниж-
нем сайте без Na+ постепенно возрастает с поэтап-
ной потерей водородных связей между препаратом 
и аспарагинами ионного канала (рис. П8, б в При-
ложении). В комплексах NMDAR с CLO в верхнем 
сайте и с DES в нижнем сайте в присутствии Na+ 
близкий контакт между атомами водородов препа-
ратов и аспарагинами NMDAR сохраняется дольше 
(в случае CLO молекулу лиганда удерживает гало-
генная связь, в случае DES – катион натрия), поэто-
му электростатические взаимодействия сильны 
на протяжении всей симуляции (рис. П8, б в При-
ложении). За счет этого среднее значение ECOUL–SR 
для CLO и DES существенно ниже по сравнению с 
ATL (таблица), что согласуется с эксперименталь-
ными данными о том, что ATL – более слабый бло-
катор NMDAR.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

На заключительном этапе мы сопоставили 
известные экспериментальные данные о взаимо-
действии ATL, CLO и DES с NMDAR с результатами 
компьютерного моделирования, представлен-
ными в данной работе. Ранее методом локаль-
ной фиксации потенциала (patch-clamp) нашей 
научной группой были определены количествен-
ные характеристики взаимодействия ATL, CLO и 
DES с NMDAR. Так, на пирамидальных нейронах 
крыс, выделенных из поля CA1 гиппокампа, было 
установлено, что IC50 для ATL и DES составляют 
соответственно 14,0 и 1,4 мкМ в безмагниевой 
среде при мембранном потенциале –80 мВ; 570 и 
6,8 мкМ – в безмагниевой среде при мембранном 
потенциале –30 мВ; 110 и 15 мкМ – в присутствии 
1 мМ Mg2+ при мембранном потенциале –30 мВ [16].  
На  первичной культуре кортикальных нейронов 
крыс было установлено, что в бескальциевой 
среде при мембранном потенциале –70 мВ значе-
ния IC50 для ATL, CLO и DES составляют 106, 24 и 
8 мкМ соответственно, а при нулевом потенци
але  – 321, 91 и 60 мкМ соответственно  [17, 21]. 
Таким образом, независимо от условий экспе-
римента вторичный амин DES эффективнее 
взаимодействует с NMDAR, по сравнению с тре-
тичными аминами ATL и CLO [16, 17], причем раз-
ница между DES и CLO менее существенная, чем  
между DES и ATL.

Оценочные значения энергетических характе-
ристик связывания ATL, CLO и DES с NMDAR, полу-
ченные in silico  (таблица) в целом согласуются с 
экспериментальными данными. В представленной 
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работе мы показали, что более высокая аффин-
ность NMDAR к DES по сравнению с другими ТЦА, 
обусловливается тем, что за счет одновременного 
взаимодействия двух атомов водорода катионной 
группы DES с Asn612 субъединиц GluN2B (с атома-
ми кислорода боковых радикалов в верхнем сайте 
или атомами кислорода остова в нижнем сайте) 
он прочнее удерживается внутри поры канала 
NMDA-рецептора. CLO благодаря галогенной связи 
между атомом хлора препарата и боковым ради-
калом Asn614 одной из субъединиц GluN1 прочнее 
связывается с NMDAR по сравнению с ATL.

Проведенные ранее электрофизиологические 
эксперименты выявили, что CLO и DES, имеющие 
атом азота в составе трициклической группы, су-
щественно эффективнее взаимодействует с NMDAR 
по сравнению с ATL [16, 17]. Согласно нашим рас-
четам, атом азота трициклической группы CLO 
и  DES не образует каких-либо близких контак-
тов внутри ионной поры NMDAR ни с соседними 
аминокислотами, ни с молекулами воды, таким 
образом, не оказывая видимого влияния на эффек-
тивность взаимодействия. Этому несоответствию 
экспериментальных и расчетных данных может 
быть несколько объяснений. Во-первых, отрица-
тельно заряженный атом азота может способство-
вать более эффективному заякориванию CLO и 
DES на поверхности рецептора (возле некоторой, 
пока неустановленной, положительно заряженной 
группы). Однако это предположение не объясняет 
тот факт, что эффективность канального блока-
тора мемантина, не имеющего в своей структуре 
отрицательно заряженного атома азота, сопоста-
вима с эффективностью DES  [39]. Во-вторых, до-
полнительный отрицательно заряженный атом 
в трициклической группе (вместе с положитель-
но заряженной «хвостовой» группой) влияет на 
величину дипольного момента CLO и DES, позво-
ляя им быстрее продвигаться к сайту связывания. 
С помощью программы Avogadro v1.2.0 [19] мы рас-
считали вектор и величину дипольного момента 
исследуемых ТЦА. Согласно полученным данным, 
вектор дипольного момента всех трех соедине-
ний направлен (с небольшими отклонениями) 
вдоль алифатического фрагмента перпендикуляр-
но трициклической группе, тогда как значения 
дипольного момента составляют 18,431, 23,366 
и 23,277 дебаев для ATL, CLO и DES соответственно.  
Впрочем, это предположение не объясняет, поче-
му в экспериментах patch-clamp CLO и DES эффек-
тивнее связываются с NMDAR даже при нулевой 
разнице потенциалов [17]. И, в-третьих, ATL из-за 
дополнительной двойной связи обладает мень-
шей конформационной подвижностью, из-за чего 
молекуле этого препарата сложнее проникнуть 
внутрь ионной поры. Это объяснение кажется 
нам наиболее вероятным. Так, Song et al. [22] смо-

делировали возможное взаимодействие MK-801 
с NMDAR. Согласно предложенной модели, при 
входе препарата в ионный канал плоскость три-
циклической MK-801 параллельна оси канала 
(то  есть молекула заходит в канал «боком»). 
Мы  полагаем, что жесткая двойная связь в али-
фатическом фрагменте ATL работает своего рода 
спицей, усложняющей проникновение препа-
рата в канал. Для проверки этого предположения 
понадобится усложнить вычислительный экспе-
римент, добавив к трехмерной структуре NMDAR 
внеклеточные фрагменты (которые в представ-
ленной работе мы не включали в модель рецеп-
тора), что является нашей задачей в ближайшем  
будущем.

И наконец, согласно электрофизиологическим 
данным, сайт связывания DES расположен ближе 
к внутренней стороне мембраны (ниже по оси 
канала) по сравнению с сайтом связывания ами-
триптилина и кломипрамина [17]. Действительно, 
методом молекулярного докинга нам удалось по-
казать, что один из сайтов связывания  DES рас-
положен ближе к внутренней стороне мембраны. 
Положение DES в нижнем сайте менее устойчиво, 
по сравнению с верхним, за счет близкого рас-
стояния между отрицательно заряженным атомом 
азота трициклической группы и отрицательно 
заряженными атомами кислорода боковых ради-
калов Asn612. Однако присутствие катиона натрия 
(но не кальция, магния или лития) стабилизирует 
молекулу DES в нижнем сайте. Мы полагаем, что 
катион натрия может служить буфером между 
отрицательно заряженным атомом азота трици-
клической группы и отрицательно заряженными 
атомами кислорода боковых радикалов Asn612 
(катион лития слишком легкий и подвижный, а 
двухзарядные катионы магния и кальция уходят 
из ионной поры). Интересно отметить, что среди 
рассмотренных нами моделей модель с катионом 
натрия внутри канала NMDAR наиболее близка к 
реальным условиям, в которых находится рецеп-
тор: именно у ионов натрия самая высокая кон-
центрация во внеклеточном пространстве.

Однако высокая аффинность NMDAR к DES 
имеет и обратный эффект. Более прочное связыва-
ние DES с NMDAR приводит к тому, что этот препа-
рат обладает более сильными побочными эффек-
тами по сравнению с ATL [40], поскольку NMDAR 
вовлечены не только в передачу болевого сигнала, 
но и во многие другие жизненно важные процес-
сы в организме. Более того, слабое взаимодействие 
ATL c NMDAR (значения IC50 в бескальциевой среде 
выше терапевтических концентраций) не объясня-
ет высокую противоболевую эффективность этого 
препарата. Ранее нашей научной группой в экспе-
рименте patch-clamp было показано, что ингиби-
торная активность ATL по отношению к NMDAR 
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существенно растет с увеличением концентрации 
кальция в среде  [21]. Это дало основание выска-
зать предположение, что в терапевтически реле-
вантных концентрациях ATL ингибирует NMDAR 
опосредованно, через натрий-кальциевый обмен-
ник (NCX), который отвечает за кальциевую десен-
ситизацию NMDAR  [41, 42]. Аналогичный эффект 
(хоть и менее выраженный) был выявлен и для 
CLO и DES  [17] с той лишь разницей, что в  тера-
певтически релевантных концентрациях эти 
вещества, в отличие от ATL, могут ингибировать 
рецептор как опосредованно через NCX, так и пря-
мой блокадой ионного канала NMDAR. Терапия 
ATL, DES и CLO, как свидетельствуют клинические 
данные, негативно воздействует на сердечно-сосу-
дистую систему, что ограничивает их клиниче-
ское применение. Часто наблюдаются изменения 
на ЭКГ пациентов, получающих такую терапию: 
наблюдается расширение комплекса  QRS, изме-
нения интервала  PQ, интервала  ST или зубца T. 
Важно отметить, что сила этих воздействий кор-
релирует с аффинностью препаратов к NMDAR: 
ATL< CLO< DES.

Ранее нами было проведено комплексное хи-
мико-фармакологическое исследование KB-R7943, 
являющегося селективным блокатором  NCX как 
препарата для купирования нейропатической 
боли, вызванной сахарным диабетом 1-го типа, в 
сравнении с действием ATL на животной моде-
ли  – самцах крыс породы Wistar с индуцирован-
ным стрептозотоцином сахарным диабетом 1-го 
типа  [43]. Поведенческими тестами была дока-
зана эффективность KB-R7943 для купирования 
нейропатической боли при сахарном диабете 1-го 
типа: препарат оказывает противоболевой эффект, 
сопоставимый со стандартной терапией ATL, что 
выражается в снижении интенсивности терми-
ческой, механической и химической аллодинии. 
Для выявления возможных негативных воздей-
ствий противоболевой терапии KB-R7943 на про-
тяжении многодневной терапии регистрировали 
ЭКГ животных. По  результатам ЭКГ было дока-
зано, что KB-R7943 безопасен: введение KB-R7943 
контрольным и диабетическим крысам не ока-
зывает воздействия на работу сердца и не про-
являет негативного влияния на локомоторную 
активность животных [44]. Напротив, в наших 
экспериментах на животной модели были отме-
чены негативные изменения при терапии ATL и 
у контрольных здоровых животных, но особенно у 
крыс с сахарным диабетом 1-го типа. Таким обра-
зом, в ряду ТЦА, эффективных для купирования 
нейропатической боли, высокая эффективность 
взаимодействия препарата с NMDAR является 
отрицательной характеристикой, приводящей к 
нежелательным побочным эффектам. Преимуще-
ством будут обладать те препараты, которые влия-

ют на работу NMDAR опосредованно, селектив- 
но ингибируя NCX, не блокируя при этом ионный 
канал рецептора.

Следует обговорить и основные ограничения 
представленной работы, которые связаны с несо-
вершенством методов молекулярного моделиро-
вания. В  методе классической  МД, в отличие от 
квантово-механического приближения, молекула 
рассматривается не как совокупность ядер и элек-
тронов, а как система атомов, законы взаимодей-
ствия между которыми описываются эмпирически 
установленными функциями. Поэтому с помо-
щью классической  МД невозможно смоделиро-
вать образование и разрыв ковалентных связей, 
таутомеризацию молекул, изменение состояния 
протонирования лигандов и аминокислот сайта 
связывания в процессе симуляции, а также смоде-
лировать разность потенциалов между внешней и 
внутренней стороной плазматической мембраны. 
Из  ограничений представленной работы можно 
также отметить тот факт, что в качестве модели 
NMDAR мы использовали только фрагменты субъ-
единиц рецептора, образующих пору канала, ис-
ключив массивную внеклеточную часть. Поэтому 
полученные результаты дают информацию лишь 
о «конечной» точке взаимодействия препаратов с 
NMDAR, не учитывая процессы заякоривания ТЦА 
с внеклеточными доменами и их прохождения 
к сайту связывания. Поэтому только совместное 
применение расчетных и экспериментальных ме-
тодик, которые дополняют и уточняют друг друга, 
может дать полное представление о взаимодей-
ствии ТЦА с NMDAR.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Согласно систематическому анализу эпиде-
миологических исследований, распространен-
ность нейропатической боли среди населения 
составляет 7–10%  [45–47]. Хроническая нейропа-
тическая боль снижает качество жизни и трудо-
способность пациентов, увеличивает риск смерти 
больных [47, 48]. Совершенствование противоболе-
вой терапии, увеличение ее эффективности и без-
опасности по-прежнему является актуальной за-
дачей. В представленном исследовании методами 
молекулярного моделирования мы изучили меха-
низм взаимодействия ТЦА, обладающих противо-
болевым эффектом, с NMDAR и показали, как на 
молекулярном уровне структурные особенности 
препаратов и катионное окружение влияют на эф-
фективность этого взаимодействия. Сопоставление 
полученных результатов с известными экспери-
ментальными и клиническими данными дает ос-
нование утверждать, что при поиске эффективных 
и, что не менее важно, безопасных противоболе-
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вых препаратов среди ингибиторов NMDAR следует  
руководствоваться не столько силой их прямого 
ингибирующего эффекта, сколько их способностью 
влиять на работу NMDAR опосредованно, не участ-
вуя при этом в прямой блокаде рецептора. Среди 
же веществ, влияющих на NMDAR опосредованно 
(например, ингибиторов NCX), следует отбирать те, 
которые обладают минимальной эффективностью 
прямой каналоблокады, как бы парадоксально это 
ни звучало. Выявленные нами в представленной 
работе особенности взаимодействия ТЦА с NMDAR 
помогут проводить отбор эффективных и безопас-
ных анальгетиков среди клинически одобренных 
лекарственных средств вместо многолетнего поис-
ка и внедрения новых препаратов.
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Some tricyclic antidepressants (TCA), including amitriptyline (ATL), clomipramine (CLO), and desipra-
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(NMDAR), which play a key role in the pathogenesis of neuropathic pain. Despite the similar structure of 
ATL, CLO and DES, efficacy of their interaction with NMDAR varies significantly. In the study presented 
here, we applied the molecular modeling methods to investigate the mechanism of binding of ATL, CLO 
and DES to NMDAR and to identify the structural features of the drugs that determine their inhibitory 
activity against NMDAR. Molecular docking of the studied TCA into the NMDAR channel was performed. 
The conformational behavior of the obtained complexes in lipid bilayer was simulated by the method 
of molecular dynamics (MD). A single binding site (upper) for the tertiary amines ATL and CLO and two 
binding sites (upper and lower) for the secondary amine DES were identified inside the NMDAR channel. 
The upper and lower binding sites are located along the channel axis at different distances from the 
extracellular side of the plasmatic membrane (PM). MD simulation revealed that the position of DES in 
the lower site is stabilized only in the presence of sodium cation inside the NMDAR channel. DES binds 
more strongly to NMDAR compared to ATL and CLO due to the simultaneous interaction of two hydrogen 
atoms of its cationic group with the asparagine residues of the ion pore of the receptor. This feature may 
be responsible for stronger side effects of DES. It has been hypothesized that ATL binds to NMDAR less 
efficiently compared to DES and CLO due to its lower conformational mobility. The identified features of 
the structure- and cation-dependent mechanism of interaction between TCA and NMDAR will help in the 
further development of effective and safe analgesic therapy.

Keywords: tricyclic antidepressants, neuropathic pain, NMDA receptor, molecular docking, molecular 
dynamics
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Менее 10 лет назад начали накапливаться данные об ассоциации между изменением состава 
микробиоты кишечника и развитием синуклеинопатий у человека, в частности спорадической 
формы болезни Паркинсона (БП). Мы собрали данные из более чем 130 экспериментальных ра-
бот, в которых были представлены подобные результаты, и обобщили частоты обнаружения раз-
личных групп бактерий в этих работах. Важно отметить, что крайне редко у пациентов с  БП 
детектировали однонаправленное изменение численности той или иной группы микроорганиз-
мов (только увеличение или только снижение). Тем не менее нам удалось выявить несколько 
групп бактерий, которые были сверхпредставлены у пациентов с БП в проанализированных 
исследованиях. Существуют различные предположения о молекулярных механизмах, объясняю-
щих подобные взаимосвязи. Чаще всего агрегацию α-синуклеина (aSyn) связывают с развитием 
воспалительных процессов, которые происходят в ответ на изменения микробиома. Однако на-
капливаются экспериментальные свидетельства о влиянии бактериальных белков, в том числе 
амилоидов (curli), а также различных метаболитов на агрегацию aSyn. В обзоре мы представили 
актуальные сведения о подобных примерах.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: амилоиды, альфа-синуклеин, болезнь Паркинсона, микробиом, дисбиоз, 
нейродегенеративные заболевания, бактериальные амилоиды, curli.

DOI: 10.31857/S0320972524030089 EDN: WJXEUC

Принятые сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; БАС – боковой амиотрофический склероз; БП – болезнь 
Паркинсона; ЖКТ – желудочно-кишечный тракт; КЦЖК – короткоцепочечные жирные кислоты; ЛПС – липо-
полисахариды; НС – нервная система; ПНС – периферическая нервная система; сБП – спорадическая форма бо-
лезни Паркинсона; ЦНС – центральная нервная система; ЭНС – энтеральная нервная система; Aβ – β-амилоид; 
aSyn – α-синуклеин.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ. БЕЛОК aSyn  
И СИНУКЛЕИНОПАТИИ

Интерес к белкам синуклеинам  (Syn) значи-
тельно вырос после того, как была обнаружена 
генетическая и нейропатологическая связь между 
aSyn (кодируется геном SNCA) [1] и болезнью Пар-

кинсона (БП). Белок aSyn является основным ком-
понентом патологических белковых образований 
внутри нейронов  – телец Леви. Наличие таких 
скоплений является одним из диагностических 
признаков  БП  [2]. К  настоящему времени иден-
тифицированы также β- и γ-синуклеины  [3,  4]. 
Как и aSyn, они представляют собой небольшие 
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растворимые белки, присутствующие в основном  
в клетках нервной ткани и в некоторых опухо-
лях у позвоночных  [3]. Белок aSyn состоит из 
140 а.о. [5, 6]. В его составе выделяют три домена: 
N-концевую область (1–60 а.о.), которая связыва-
ется с клеточной мембраной; гидрофобный уча-
сток NAC (неамилоидный компонент; 61–95 а.о.)  
и С-концевую гидрофильную область (96–140 а.о.) 
[6–8]. Известно, что aSyn способствует снижению 
апоптоза в дофаминергических нейронах [9], пред-
отвращает окисление ненасыщенных жирных 
кислот [10], регулирует транспорт синаптических 
везикул на пресинаптических терминалях  [11], 
участвует в формировании комплекса SNARE 
(soluble NSF (N-ethylmaleimide-sensitive factor) at
tachment receptor; растворимый рецептор при-
крепления NSF (N-этилмалеимид-чувствительный 
фактор))  [12] и клатрин-зависимом эндоцито-
зе [13]. Тем не менее все функции белка aSyn пока 
еще не изучены.

Агрегация белка aSyn. Несмотря на много-
численные исследования, структура aSyn в физио-
логических условиях до конца не установлена. 
Считается, что он встречается в цитозоле преиму-
щественно в виде естественно развернутого моно-
мера  [14]. Белок aSyn имеет склонность к агрега-
ции, в результате чего он может формировать как 
олигомеры, так и фибриллы [15]. Эти комплексы 
могут иметь характерную кросс-β-структуру и об-
ладать другими свойствами амилоидов [16, 17].

На процесс агрегации aSyn могут влиять раз-
личные факторы, среди них: кислотность  [18], 
температура  [19], «молекулярный краудинг» 
(crowding) – эффект сокращения свободного объема 
цитоплазмы клетки и увеличения концентрации 
молекул  [20], ионы металлов (таких как алюми-
ний, медь, железо, кобальт и марганец) [19], орга-
нические растворители [21], пестициды [19], aSyn-
связывающие белки [22–24], липиды экзосом [25] 
и др. Кроме того, на нейротоксичность aSyn и его 
агрегацию могут влиять посттрансляционные мо-
дификации, например фосфорилирование [26, 27], 
убиквитинирование  [28], нитрование  [29], сумо
илирование  [30], протеолиз  [31] и N-концевое 
ацетилирование [32]. Среди агрегатов aSyn, обна-
руженных в тельцах Леви, около 90%  белка фос-
форилировано по остатку  S129  [33]. Однако пока 
неясно стимулирует ли фосфорилирование aSyn 
его агрегацию или же оно ей препятствует, а так-
же влияет ли оно на нейротоксичность aSyn [34]. 
Роль гликирования в развитии синуклеинопатий 
также кажется спорной. С  одной стороны, белок 
с этой модификацией идентифицируют в лобной 
коре пациентов с БП [35, 36], и при этом его уро-
вень повышен в крови таких людей [37]. С другой 
стороны, гликированный мономерный или олиго-
мерный aSyn не образует фибриллы сам по себе, 

препятствует агрегации немодифицированного 
белка [38, 39], а также хуже включается в фибрил-
лы aSyn [40].

Различные шапероны, в том числе бактерий, 
также оказывают влияние на агрегацию aSyn. 
Белки CsgC и DnaK Escherichia coli ингибируют этот 
процесс [41, 42], a SlyD и DnaJ, наоборот, стимули-
рует агрегацию [42, 43]. Шаперон FKBP12 челове-
ка, относящийся к тому же семейству белков, что 
и SlyD, также ускоряет образование амилоидных 
агрегатов aSyn [43].

Результаты экспериментов на животных 
моделях и культурах клеток, включая культуры 
нейронов, указывают на патогенную роль агре-
гации  aSyn, которая приводит к нарушению 
синаптической передачи, работы митохондрий 
и эндоплазматического ретикулума, вызывает 
дефектную аутофагию, нейровоспаление и окис-
лительный стресс [44, 45]. Также было высказано 
предположение, что агрегация aSyn в пресинапти-
ческих терминалях влияет на сборку комплексов 
SNARE, снижая таким образом эффективность вы-
свобождения дофамина [46]. Более того, некоторые 
синаптические белки и рецепторы нейротранс-
миттеров, например, рецепторы к N-метил-D-аспа-
рагиновой кислоте (NMDA) были идентифицирова-
ны как предполагаемые партнеры взаимодействия 
aSyn  [47]. Так, было показано, что aSyn коагреги-
рует с адаптерным белком нейрональной синтазы 
оксида азота 1 (NOS1AP или CAPON; nitric oxide syn
thase 1 (neuronal) adaptor protein), опосредованно 
взаимодействующим с NMDA-рецепторами [24].

Прионоподобные свойства белка aSyn. 
Прионы у млекопитающих в узком смысле пред-
ставляют собой инфекционные агенты, в которых 
белок PrPSc с измененной конформацией рекрути-
рует и преобразует свой нормальный аналог PrPC, 
создавая таким образом самораспространяющиеся 
белковые частицы с неправильной укладкой, кото-
рые могут передаваться от клетки к клетке [48, 49]. 
Было выдвинуто предположение, что некоторые 
амилоидные белки, по-видимому, имеют анало-
гичный прионоподобный механизм распростра-
нения. Помимо aSyn, наличие прионных свойств 
предполагают и для других известных амилои-
дов: для β-амилоида (Aβ)  [50], Тау [51] и хантинг-
тина [52].

Впервые прионный механизм развития ней-
родегенерации при БП был предложен в работах 
Braak et al. [53, 54] на основе распределения пато-
логических изменений, связанных с агрегацией 
aSyn, в головном мозге пациентов с  БП. Позднее 
доказательства, подтверждающие прионоподоб-
ное распространение aSyn, были получены в ре-
зультате наблюдения за агрегацией этого белка 
в трансплантированных тканях через несколько 
лет после операции, а именно была обнаружена 
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передача патологии Леви от хозяина к трансплан-
тату [55, 56]. С тех пор в различных исследованиях 
было показано, что фибриллы aSyn, полученные 
из рекомбинантного белка или лизатов, выделен-
ных из пораженного болезнью мозга, могут рас-
пространяться в прионоподобной манере в куль-
турах различных типов клеток человека [57–59] и 
в мозге грызунов [60–63]. В ответ на вопрос, каким 
образом происходит перенос aSyn между клетка-
ми, было предложено несколько механизмов рас-
пространения aSyn. Например, есть свидетельства 
того, что мономеры, олигомеры и фибриллы aSyn 
могут транспортироваться с помощью везикул из 
клетки-донора путем экзоцитоза с последующим 
высвобождением во внеклеточное пространство и 
поглощением клетками-акцепторами [64, 65].

Синуклеинопатии  – это группа нейроде-
генеративных заболеваний, характеризующихся 
наличием включений в нейронах и/или глиаль-
ных оболочках, состоящих из агрегированного 
aSyn [66]. Патоморфологически синуклеинопатии 
можно разделить на две основные группы заболе-
ваний: множественную системную атрофию (МСА) 
и болезни с формированием телец Леви [67, 68].

МСА можно разбить на два основных подти-
па: оливопонтоцеребеллярную атрофию и стриа-
тонигральную дегенерацию. МСА  является дви-
гательным расстройством, характеризующимся 
вариабельным сочетанием вегетативной недоста-
точности, паркинсонизма, мозжечковой атаксии, 
пирамидных знаков и немоторных симптомов [69].

Патологии с тельцами Леви подразделяют на 
три основных клинико-патологических подтипа: 
БП, деменция при БП и деменция с тельцами Леви. 
Однако тельца Леви и агрегаты aSyn обнаружива-
ют и при ряде нейрометаболических заболеваний, 
таких как нейродегенерация, связанная с PLA2G6, 
нейродегенерация, связанная с  POLG, болезнь 
Ниманна–Пика типа С и болезнь Краббе [70], а так-
же у пациентов с болезнью Альцгеймера (БА) [71]. 
Кроме того, амилоидные агрегаты aSyn отмечают 
в аксональных сфероидах при нейроаксональных 
дистрофиях [72]. Симптоматика БП будет рассмо-
трена далее, но стоит отметить, что у большинства 
пациентов (около  83%) на поздних стадиях она 
развивается в деменцию при БП [73]. Признаками 
деменции с тельцами Леви являются: деменция, 
нейрокогнитивные изменения, паркинсонизм, 
зрительные галлюцинации и расстройство поведе-
ния в фазе сна с быстрыми движениями глаз [74].

БП можно разделить на две формы: спорадиче-
скую (сБП) с неизвестной этиологией и семейную с 
известной генетической этиологией [75]. В послед-
нем случае выявлены замены в аминокислотной 
последовательности aSyn (например, A53T, A30P, 
E46K, A53E), которые связаны с аутосомно-доми-
нантными формами БП [76–79]. Кроме того, семей-

ную БП вызывают дупликации и трипликации 
гена SNCA [80, 81]. В качестве факторов риска раз-
вития БП также рассматриваются различные мута-
ции в других генах. Среди таких генов наиболее 
часто выявляют ген LRRK2 (кодирует обогащенную 
лейциновыми повторами киназу 2; LRRK2), экс-
прессия которого увеличивается при воспалении 
в тканях толстой кишки у пациентов с  БП и бо-
лезнью Крона, а также в клетках периферической 
иммунной системы [82]. Другими генами, мутации 
в которых ассоциируются с  БП, являются PINK1 
(кодирует индуцированную фосфатазой и гомо-
логом тензина киназу 1; PINK1) и PRKN (кодирует 
убиквитинлигазу паркин; parkin), которые играют 
ключевую роль в адаптивном иммунитете, репрес-
сируя презентацию митохондриальных антигенов, 
т.е. являются репрессором аутоиммунных механиз-
мов. Мутации в этих генах приводят к дисфункции 
митохондрий в некоторых формах БП [83].

БП сопровождается рядом симптомов, кото-
рые разделяют на двигательные (моторные) и 
немоторные. К  моторным относятся тремор и 
ригидность конечностей, замедление движения 
(брадикинезия) и нарушение походки. Немотор-
ные симптомы проявляются в виде нейропсихи-
ческих нарушений, проблем со сном, депрессии, 
физической и умственной усталости, а также 
сенсорных расстройств: зрительной дисфункции, 
связанной с быстрым движением глазных яблок, 
гипосмии  – снижении способности ощущать и 
различать запахи [84–86]. В большинстве случаев 
немоторные симптомы проявляются задолго до 
двигательных, что поднимает вопрос о том, где 
именно начинается развитие синуклеинопатий: в 
периферической (ПНС) или центральной нервной 
системе (ЦНС) [87].

В контексте обзора необходимо отдельно от-
метить, что у пациентов с БП (в частности, с сБП) 
наблюдаются желудочно-кишечные расстройства: 
избыточное слюноотделение, дисфагия, затрудне-
ние опорожнения желудка, запоры и ухудшение 
дефекации [84]. При этом нередко наблюдаются из-
менения в микробиоме кишечника (дисбиоз) [88–
90]. Далее, мы более подробно обсудим примеры 
ассоциации между дисбиозом и развитием синук-
леинопатий. При этом мы будем использовать 
термин «дисбиоз» в широком смысле в тех слу-
чаях, если речь идет как об увеличении, так и о 
снижении количества тех или иных групп микро-
организмов. В противном случае будет упомянут 
конкретный эффект. Термином «микробиом» мы 
будем обозначать характерное микробное сообще-
ство (микробиоту), которое занимает некую среду 
обитания, обладающую определенными физико-
химическими свойствами. Стоит отметить, что это 
понятие включает не только живые объекты, но и 
продукты их жизнедеятельности [91].
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ИЗМЕНЕНИЯ МИКРОБИОМА,  
АССОЦИИРОВАННЫЕ  

С РАЗВИТИЕМ СИНУКЛЕИНОПАТИЙ

Кишечный микробиом человека. Для того 
чтобы разобраться, какие изменения происходят 
в микробиоме желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) 
у пациентов с  БП, рассмотрим сначала состав 
кишечной микробиоты в норме. Человеческая 
микробиота в понимании современных исследо-
вателей представляет собой набор всех микро-
организмов, населяющих тело человека [92]. Она 
включает в себя бактерий, архей, одноклеточных 
эукариот (грибы и простейшие) и вирусов и непо-
средственно вовлечена в обеспечение здорового 
функционирования организма, что позволяет вос-
принимать ее как «скрытый орган» человека [93].

Для исследования микробиома человека в 
настоящее время активно используется два ме-
тода. Первый – ампликонное секвенирование ва-
риабельного участка V3–V4 16S  рибосомной  РНК 
(рРНК), которое позволяет охарактеризовать со-
став бактерий и архей на таксономическом уровне 
и обнаружить структурные изменения в микроб-
ных сообществах. Однако таким способом нельзя 
определить штаммовые различия. Метагеномное 
секвенирование методом дробовика (shotgun se
quencing) позволяет более конкретно оценить все 
геномное содержимое микробиома и добиться 
точной таксономической классификации, а также 
определить функции бактерий  [94]. Различные 
стратегии, используемые для анализа наборов 
метагеномных данных, опираются на справочные 
базы данных, поэтому существует потребность в 
обширных и хорошо охарактеризованных коллек-
циях референсных микробных геномов. В настоя-
щее время опубликовано множество масштабных 
исследований, посвященных расшифровке состава 
микробиоты кишечника человека [94–98].

Микробиоту можно подразделить на ораль-
ную, кожную, кишечную и респираторную, при 
этом считается, что микробиота кишечника явля-
ется наиболее важной в контексте поддержания 
здоровья всего организма и самой богатой по 
видовому составу  [93, 97]. Нынешнее понимание 
микробного сообщества кишечника человека в 
основном ограничивается таксономическими осо-
бенностями на уровне рода [97]. Тем не менее, по 
разным оценкам, кишечная микробиота человека 
включает от 200 до более 1000 видов бактерий [99–
101]. Показано, что у здоровых людей кишеч-
ную микробиоту в основном формируют пред-
ставители следующих бактериальных отделов: 
Bacillota (Firmicutes), Bacteroidota (Bacteroidetes), 
Actinomycetota (Actinobacteria), Pseudomonadota 
(Proteobacteria), Fusobacteriota (Fusobacteria) и 
Verrucomicrobiota (Verrucomicrobia)  [102], среди 

которых преобладают Bacillota и Bacteroidota  [99, 
102, 103] или, по другим работам, Bacillota и 
Actinomycetota [104]. В состав микробиома кишеч-
ника человека также входят грибы родов Candida, 
Saccharomyces, Malassezia и Cladosporium  [105] и 
археи (в основном метаногенные), среди кото-
рых преобладает вид Methanobrevibacter smithii 
[100, 106, 107].

Несмотря на многочисленные работы по из-
учению «здорового микробиома» человека, точ-
ного определения этого понятия нет  [108]. Счи-
тается, что в норме микробиом характеризуется 
разнообразием микроорганизмов и устойчивым 
преобладанием двух ключевых отделов: Bacillota 
и Bacteroidota [109]. В ряде случаев при описании 
«здорового» микробиома с помощью секвениро-
вания обращают внимание также на разнообра-
зие генов, вовлеченных в поддержание симбиоза 
с хозяином [93, 110]. Следует отметить, что отно-
сительное распределение микроорганизмов уни-
кально между людьми и может претерпевать 
изменения внутри одного и того же индивидуума 
под влиянием различных факторов. На  микро-
биом человека при отсутствии патологий могут 
влиять следующие факторы: пол, возраст, диета, 
антибиотики, состояние окружающей среды, этни-
ческая принадлежность и многое другое [93, 110, 
111]. Понимание состава здоровой микробиоты 
человека позволит разрабатывать эффективные 
стратегии манипулирования микробиомом в ле-
чебных целях. В  настоящее время уже использу-
ются несколько методов, среди которых наиболее 
распространены трансплантация кишечной мик-
робиоты и прием пребиотиков, пробиотиков или 
синбиотиков [92].

Микробиота кишечника участвует в ряде 
биологических процессов. В  первую очередь она 
позволяет эффективно извлекать энергию и пита-
тельные вещества из пищи за счет присутствия 
универсальных «метаболических» генов, про-
дукты которых участвуют в различных фермен-
тативных реакциях и биохимических путях [112]. 
Микробиота кишечника способна метаболизи-
ровать полисахариды и белки в короткоцепочеч-
ные жирные кислоты  (КЦЖК), большинство из 
которых представляют собой ацетаты, бутираты 
или пропионаты. Они служат источником энер-
гии для кишечного эпителия и печени  [93, 113, 
114]. За  счет непосредственного участия кишеч-
ной микробиоты обеспечивается синтез биоактив-
ных молекул, таких как витамины, аминокислоты 
и липиды [93].

Микробиота кишечника выполняет защит-
ную роль в организме человека. Она не только 
защищает от внешних патогенов, производя про-
тивомикробные вещества, но и служит важным 
компонентом в развитии слизистой оболочки 
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кишечника и иммунной системы [93]. В контексте 
обзора важно отметить, что микробиота кишечни-
ка также опосредованно участвует в иммуномоду-
ляции, в частности, в регуляции воспалительных 
процессов. Например, она опосредует миграцию 
нейтрофилов, что в дальнейшем оказывает влия-
ние на дифференцировку Т-лимфоцитов в разные 
типы регуляторных и хелперных Т-клеток  [115]. 
Дисбаланс кишечной микрофлоры может вести к 
развитию аутоимунных заболеваний  [116]. В  до-
полнение к этому сами микроорганизмы способ-
ны продуцировать ряд молекул, например, дефен-
зины, способствующие усилению воспалительного 
процесса [117]. Также есть данные, указывающие 
на роль микробиоты в поддержании функций 
CD8+ Т-лимфоцитов [118].

Не менее важная роль микробиоты кишеч-
ника состоит в поддержании постоянства внут-
ренней среды путем взаимодействия с мозгом. Это 
взаимодействие носит название ось «кишечник–
мозг» и является двунаправленной системой сиг-
нальных путей, затрагивающих блуждающий нерв 
(vagus), иммунную систему и бактериальные мета-
болиты  [119]. Продуцируемые кишечной микро-
биотой КЦЖК способны влиять на высвобождение 
нейротрансмиттеров слизистой оболочки  [120], 
модулирование нейротрансмиттеров [121] и функ-
ционирование парасимпатической нервной систе-
мы (НС) [122]. В дополнение к этому, микробиота 
кишечника может влиять на работу афферентных 
сенсорных нервов, например, повышая их воз-
будимость посредством ингибирования кальций-
зависимых каналов, как это происходит в случае 
Lactobacillus reuteri [123].

Микробиота и нейродегенеративные заболе-
вания. Известен целый ряд разных примеров ассо-
циации изменения микробиома с различными за-
болеваниями, в том числе нейродегенеративными. 
Примеры включают болезнь Крона [124], синдром 
раздраженного кишечника [125], рак толстой киш-
ки [126], болезнь Альцгеймера [127], диабет [128], 
ожирение [129] и ревматоидный артрит [130]. Да-
лее, мы приведем несколько свидетельств взаимо-
связи микробиома и развития нейродегенератив-
ных заболеваний.

БА представляет собой нейродегенеративное 
заболевание, ведущее к прогрессирующей когни-
тивной дисфункции  [131]. В  микробиоме боль-
ных  БА показано увеличение количества бакте-
рий родов Escherichia и Shigella, которые вызывают 
провоспалительное состояние, а также сниже-
ние концентрации Eubacterium rectale, проявляю-
щих противовоспалительную активность  [132]. 
Также известно, что липополисахариды  (ЛПС) 
бактерий могут индуцировать образование фи-
брилл  Aβ  [133,  134]. Эти и другие данные позво-
лили высказать предположение, что некоторые 

бактерии могут секретировать большое количе-
ство ЛПС и амилоидных белков, которые способны 
преодолевать ослабевающие при старении или за-
болевании кишечный или гематоэнцефалический 
барьеры, а также косвенно влиять на прохожде-
ние через эти защитные физиологические барье-
ры провоспалительных цитокинов, что приводит 
к развитию БА [131, 135].

Дисбиоз кишечника считается важным факто-
ром, влияющим на патогенез рассеянного склеро-
за, который представляет собой иммуноопосредо-
ванное хроническое неврологическое заболевание, 
связанное с демиелинизацией, повреждением 
аксонов и нейродегенерацией [136]. У пациентов 
с рецидивирующе-ремиттирующим рассеянным 
склерозом описано снижение количества бакте-
рий, связанных с противовоспалительным отве-
том, а также увеличение числа бактерий, ответ-
ственных за провоспалительные реакции [137].

Боковой амиотрофический склероз (БАС) – это 
прогрессирующее нейродегенеративное заболе-
вание, связанное с гибелью нейронов головного 
и спинного мозга, а также двигательных нейро-
нов. В кишечнике больных БАС, а также трансген-
ных мышей, используемых для моделирования 
этого расстройства, показано снижение уровня 
различных бактерий, продуцирующих бутират 
(например, Butyrivibrio fibrosolvens, Oscillibacter, 
Anaerostipes)  [138–140]. Кроме того, показано, что 
добавление бутирата в питьевую воду трансген-
ным мышам, используемым в качестве модели 
для изучения  БАС, замедляет развитие заболева-
ния [141].

Таким образом, известно уже немало приме-
ров, демонстрирующих роль микробиома либо его 
метаболитов в развитии нейродегенеративных за-
болеваний. Существуют разнообразные гипотезы о 
возможных молекулярных механизмах, лежащих 
в основе этих явлений. В  следующих разделах 
мы более подробно остановимся на роли микро-
биома в развитии синуклеинопатий и гипотезах, 
объясняющих эту взаимосвязь.

Ассоциация между микробиомом кишечни-
ка и синуклеинопатиями. Впервые в литературе 
связь между изменением микробиома кишечника 
и  БП была показана в  2015  г.  [142]. В  этом иссле-
довании в кишечном микробиоме у пациентов 
с  БП было установлено пониженное содержание 
бактерий семейства Prevotellaceae и сделан вывод, 
что микробиом кишечника изменяется при  БП, 
а  это приводит к моторной дисфункции. Чуть 
позднее были опубликованы еще две работы: в 
одной авторы продемонстрировали у пациентов 
с БП снижение количества «противовоспалитель-
ных» бактерий, производящих бутираты, из родов 
Blautia, Coprococcus и Roseburia [143]. В другой ра-
боте найдена ассоциация БП с другими группами 
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бактерий, в частности количество бактерий рода 
Lactobacillus было выше, в то время как общее 
количество анализируемых бактерий Clostridium 
coccoides и Bacteroides fragilis было ниже контроль-
ных. Также у пациентов с  БП на основе анализа 
уровней ЛПС-связывающего белка и диаминокси-
дазы в сыворотке крови была спрогнозирована 
повышенная проницаемость кишечника. Пред-
положительно, она может способствовать раз-
витию дисбиоза и прогрессированию БП либо же 
быть результатом дисбиоза  [144]. Эти исследова-
ния положили начало становлению гипотезы, что 
дисбиоз может быть причиной нейровоспаления, 
которое приводит к неправильному сворачивании 
aSyn и развитию БП. После этого в течение непол-
ных 10 лет интерес к этой тематике активно рос: 
вышло большое количество научных публикаций 
с метагеномными исследованиями ЖКТ пациен-
тов с БП и прочими синуклеинопатиями. Только 
на тему БП в базе данных PubMed находится уже 
более 130 экспериментальных статей (дата обра-
щения: 04.12.2022).

Судя по всему, количество исследований будет 
продолжать увеличиваться, особенно если учи-
тывать тот факт, что среди результатов нередко 
встречаются противоречия. Например, существует 
разница в показателях разнообразия микробиома 
внутри одной группы – БП или контроль (так на-
зываемое α-разнообразие): одни работы показы-
вают снижение разнообразия у пациентов с  БП 
по сравнению с контрольной группой здоровых 
людей  [145, 146]; в других, наоборот, продемон-
стрировано повышение [147] либо же отсутствие 
различия [148]. При этом на уровне β-разнообразия 
(различие в составе микробиоты между образцами 
или группами) в большинстве работ микробиом 
пациентов с БП характеризуется значимым изме-
нением состава по сравнению с контролем. Для 
того чтобы суммировать текущие результаты по 
данной тематике, мы провели анализ литературы 
и представили все найденные ассоциации изме-
нений в составе микробиома с  БП в виде фило-
генетического дерева (рис. 1). Несмотря на то что 
между проанализированными работами по изуче-
нию изменения состава микробиома кишечника 
при БП прослеживаются значительные различия, 
такие как дизайн исследования, соотношение 
полов, возраст, продолжительность заболевания 
и прочее, в нашем анализе мы не заостряли вни-
мание на перечисленных различиях в исследова-
тельских статьях и брали в анализ все статисти-
чески достоверные ассоциации. По этим данным 
представители отделов Bacillota и Bacteroidota 
наиболее часто ассоциированы с  БП, причем в 
обоих случаях взаимосвязи показаны как для сни-
жения, так и для увеличения числа этих микро-
организмов. В  целом, это ожидаемо, поскольку 

исследуемые группы образуют основу микробиома  
человека.

Мы также проанализировали ассоциации на 
уровне семейств бактерий для того, чтобы подроб-
нее рассмотреть потенциальные причины дис-
биоза при БП (рис. 1). Характерно, что для многих 
семейств, как и более крупных таксономических 
групп, показаны разнонаправленные ассоциации. 
А  именно с развитием БП связано как сокраще-
ние, так и увеличение численности конкретной 
группы. Наиболее часто среди семейств, изме-
нение численности которых (увеличение либо 
снижение) описано у людей с  БП, встречаются 
следующие: Lactobacillaceae, Bifidobacteriaceae, 
Desulfovibrionaceae, Akkermansiaceae, Rikenellaceae, 
Verrucomicrobiacеae, Porphyromonadaceae, Tan
nerelaceae и Enterobacteriaceae. Сниженная чис-
ленность в составе микробиома характерна для 
представителей семейств Oscillospiraceae, Lach
nospiraceae, Clostridiaceae и Prevotellaceae. При 
этом важно отметить, что крайне редко у паци-
ентов с БП наблюдали однонаправленное измене-
ние численности (только увеличение или только 
снижение) той или иной группы. Исключением 
из этой тенденции являются семейства: Eggerthel
laceae, Desulfovibrionaceae, Porphyromonadaceae, 
Rikenellaceae, Akkermansiaceae и Verrucomicrobi
aceae (приведены только семейства, представите-
ли которых были найдены в большом количестве 
независимых работ).

По литературным данным, для БП в целом 
показано сокращение бактериальных таксонов, 
которые связаны с противовоспалительными/ней-
ропротекторными эффектами, особенно в семей-
стве Lachnospiraceae и ключевых членах, таких 
как Butyrivibrio, Pseudobutyrivibrio, Coprococcus и 
Blautia  [150]. Изменение в представленности се-
мейства Lachnospiraceae коррелирует с изменен-
ной скоростью метаболизма при БП [150]. Несколь-
ко членов семейства Lachnospiraceae привлекают 
внимание из-за своей способности производить 
КЦЖК [151].

Обобщение доступной информации по изме-
нению состава микробиома при  БП позволило 
нам увидеть общую картину, а именно выделить 
ключевые таксоны, которые, предположительно, 
главным образом вносят вклад в развитие кишеч-
ных симптомов. При этом есть много видов бак-
терий, для которых ассоциации с  БП показаны 
только в некоторых работах, поэтому требуются 
дальнейшие исследования кишечного метагено-
ма человека, особенно с применением секвени-
рования методом дробовика, который позволяет 
выявлять состав микробного сообщества вплоть 
до штаммов. Это позволит раскрыть механизмы 
развития дисбиоза при БП и разработать методы  
его лечения.
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Рис. 1. Известные ассоциации между изменением микробиома и развитием БП. Таксономическое дерево се-
мейств бактерий микробиома человека (по  базе данных NCBI Taxonomy) с отмеченными количествами слу-
чаев описания ассоциаций (публикаций) представителей соответствующего семейства с БП. Отдельно рассмо-
трены случаи, когда у больных наблюдается увеличение либо уменьшение численности конкретных групп 
бактерий. Поиск статей был проведен по базе данных PubMed (дата обращения  – 04.12.2022; поисковый за-
прос был аналогичен работе Toh et al., 2022 г.: «(«Microbiota» OR «Microbiome» OR «Microflora» OR «Dysbiosis») 
AND («Parkinson» OR «Parkinsonism»)»  [149]. В  анализ были включены 138  экспериментальных статей из об-
щего списка, включающего 1061  публикацию. Указаны классы с двумя и более выявленными семействами,  
а также наиболее представленные отделы бактерий
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ВОЗМОЖНЫЕ МЕХАНИЗМЫ  
РАЗВИТИЯ СИНУКЛЕИНОПАТИЙ,  

СВЯЗАННЫХ С ДИСБИОЗОМ

Гипотеза Браака о неправильной укладке 
aSyn в кишечнике. Агрегаты aSyn встречаются 
не только в ЦНС, их также обнаруживают в ПНС, 
например, в части, иннервирующей кишечник. 
Впервые гипотеза о развитии сБП в результате 
агрегации aSyn в нейронах кишечника и после-
дующего распространения патологии в ЦНС была 
выдвинута Braak et al. [53, 54]. В своей работе они 
изучили локализацию скоплений aSyn в различ-
ных частях НС пациентов с сБП. В частности, были 
проанализированы препараты энтеральной нерв-
ной системы  (ЭНС), дорзальных моторных ядер 
блуждающего нерва, черной субстанции, височно-
го мезокортекса (промежуточная кора) и неокор-
текса. Важным наблюдением стало то, что во всех 
случаях скопления aSyn были найдены в ЭНС и 
блуждающем нерве, а для остальных зон наблюда-
лась корреляция между наличием агрегатов этого 
белка и стадией заболевания. Агрегаты aSyn в нео-
кортексе были найдены только у пациентов, нахо-
дящихся на самой поздней стадии развития болез-
ни [54]. Эта гипотеза хорошо согласуется с рядом 
других работ. Тельца Леви обнаруживают в ауэр-
баховых и мейсснеровых скоплениях в кишечнике 
у пациентов с БП [152, 153]. Наличие aSyn в нейро-
нах vagus, иннервирующих кишечник, также было 
продемонстрировано экспериментально [154]. На-
пример, скопления aSyn обнаруживают в образцах 
биопсии кишечника у больных БП, в том числе на 
ранних стадиях, а также до развития симптомов 
болезни [155–157]. Также существуют данные, что 
ваготомия снижает риск развития БП [158]. Экспе-
риментальные подтверждения передачи агрегатов 
aSyn из кишечника в мозг были получены на кры-
сах. Животных подвергали инъекциям в стенку 
кишечника либо белковых лизатов больных  БП, 
либо агрегатов рекомбинантного aSyn человека. 
После этого через разные промежутки времени 
анализировали наличие этого белка в различных 
участках блуждающего нерва [159]. В эксперимен-
тах с мышами удалось добиться агрегации aSyn 
в кишечнике за счет введения ротенона (изофла-
воноид, используемый в качестве инсектицида и 
пестицида широкого спектра действия), а также 
показать, что с течением времени после начала 
эксперимента агрегаты обнаруживают в спинном 
и головном мозге [160]. В качестве фактора, запу-
скающего агрегацию aSyn в кишечнике, авторы ги-
потезы рассматривали различные варианты, в том 
числе присутствие патогенов или вирусов  [161]. 
Прионоподобные свойства aSyn, подробно описан-
ные в подразделе «Прионоподобные свойства бел-
ка aSyn», также свидетельствуют в пользу того, что 

синуклеинопатии могут начинаться в ПНС, а затем 
передаваться в ЦНС.

Существуют данные, противоречащие гипо-
тезе Браака. В частности, при исследовании паци-
ентов с патологией Леви не были обнаружены 
случаи, при которых была затронута только ПНС 
(место начала развития патологии, согласно гипо-
тезе Браака), т.е. скопления aSyn всегда обнаружи-
вали в ЭНС и в ЦНС [162]. С другой стороны, суще-
ствует точка зрения, что подобные наблюдения 
могут быть ложноотрицательными из-за недоста-
точного объема выборки [87].

Немногим позже гипотезы Браака было выдви-
нуто предположение, что первые этапы развития 
синуклеинопатий также могут затрагивать обоня-
тельную систему и начинаться в ней – в частности, 
в обонятельных луковицах. Это стало развитием 
концепции Браака, получившим и в литературе 
название «двухударная» (dual-hit) гипотеза  [161]. 
На сегодняшний день нет единого мнения о том, 
где и как начинается агрегация aSyn, при этом ги-
потеза Браака остается наиболее цитируемой [87].

Взаимосвязь между aSyn и симптомами 
ЖКТ. За последние 20 лет с момента выдвижения 
гипотезы Браака были предложены различные 
молекулярные механизмы, которые объясняют 
развитие синуклеинопатии в ЭНС или появление 
соответствующих симптомов. Одна из них связана 
с предполагаемой ролью aSyn в качестве иммуно-
модулятора. Несколько работ показывают, что этот 
белок может стимулировать клетки микроглии 
или моноцитов продуцировать воспалительные 
цитокины (TNFα, IL-1β)  [163, 164]. Мономерный 
и олигомерный aSyn стимулирует привлечение 
нейтрофилов и моноцитов, а также созревание 
дендритных клеток. Также была выявлена поло-
жительная корреляция между кишечным вос-
палением и экспрессией aSyn. При этом было 
выдвинуто предположение, что секреция aSyn 
является стимулом к запуску воспалительных 
процессов [165]. Увеличение экспрессии aSyn явля-
ется фактором, провоцирующим развитие БП, что 
ранее было показано у пациентов с несколькими 
копиями локуса  SNCA  [80, 81], – это может объ-
яснить развитие синуклеинопатии. С другой сто-
роны, сверхэкспрессия aSyn может ингибировать 
высвобождение нейротрансмиттеров и нейро-
медиаторов (дофамина, ацетилхолина, норадрена-
лина и т.д.) и за счет этого оказывать влияние на 
работу кишечника [166].

Белок aSyn может повышать экспрессию 
генов Toll-подобных рецепторов  (TLR) и провос-
палительных цитокинов в клетках микроглии. 
TLR, участвующие во врожденном иммунном от-
вете, распознают наиболее распространенные ЛПС 
бактерий. Активация TLR-сигналинга может при-
вести к апоптозу дофаминергических нейронов. 
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Кроме этого, активация микроглии, в свою оче-
редь, увеличивает продукцию оксида азота (NO), и 
в дальнейшем развитие синуклеинопатии может 
происходить за счет нитрования aSyn в соседних 
нейронах и их апоптоза  [167]. Эта модификация 
также потенциально стимулирует формирова-
ние олигомеров aSyn, а белок с такой модифика-
цией обнаруживают в тельцах Леви у пациентов 
с  БП  [168]. Повышение количества NO-синтазы 
было продемонстрировано у модельных мышей с 
индуцированным воспалением и, как результат, 
повышенной агрегацией aSyn [169].

Различные вещества, попадающие в ЖКТ, мо-
гут провоцировать развитие БП: среди примеров 
можно отметить ксенобиотики (гербициды и пе-
стициды) [170, 171]. На мышиной модели показа-
но, что эти вещества могут приводить к гибели до-
фаминергических нейронов и развитию БП [172]. 
Косвенным подтверждением этой гипотезы также 
является активация пути деградации ксенобиоти-
ков в кишечнике пациентов с  БП  [173]. Предпо-
ложительно, некоторые антибиотики оказывают 
влияние на патогенез  БП, содействуя бактериям, 
продуцирующим curli. Антибиотики в целом сни-
жают микробное разнообразие кишечной мик-
робиоты, модулируют соотношение Bacillota/
Bacteroidota и приводят к чрезмерному росту оп-
портунистических патогенов [174]. Провоцировать 
развитие БП также могут и некоторые бактериаль-
ные метаболиты, в частности β-N-метиламино-L-
аланин [175]. КЦЖК, продуцируемые бактериями, 
также могут вызывать симптомы БП. Это было по-
казано на трансгенных мышах, сверхпродуцирую-
щих aSyn и лишенных собственной микробиоты. 
При получении в пищу этих веществ у живот-
ных наблюдали активацию микроглии, агрега-
цию aSyn, а также развитие моторных симптомов, 
характерных для  БП. Авторы предполагают, что 
именно активация микроглии в данном случае 
является ключевым элементом каскада, приводя-
щего к развитию заболевания [176]. С этим согла-
суются более ранние данные, что воспалительные 
процессы, вызванные инъекцией  ЛПС, стимули-
руют агрегацию aSyn у трансгенных мышей, про-
дуцирующих aSyn человека с заменой A53T [169].

Гематоэнцефалический барьер, частью кото-
рого является слизистая оболочка кишечника, 
лежащая над эпителиальным слоем, служит важ-
ным фактором защиты от развития БП. Нормаль-
ная микрофлора кишечника и ее метаболиты 
также являются частью барьера, поэтому дисбиоз 
может приводить к тому, что патогенные бакте-
рии проникают через плотные контакты в пейе-
ровы бляшки. В результате возникает воспаление 
кишечника, которое может способствовать воспа-
лительному процессу в ПНС и появлению симпто-
мов БП [177]. С другой стороны, как было отмечено 

выше, воспаление может вызывать и сверхпродук-
цию aSyn.

Агрегация aSyn в присутствии амилоидов. 
Выше мы рассмотрели гипотезу развития синук-
леинопатии через  ЖКТ. Однако остается вопрос, 
каким именно образом возникают агрегаты aSyn 
в нейронах кишечника. Причина этого, вероятно, 
кроется в возможности индукции агрегации aSyn 
с помощью других амилоидных агрегатов, кото-
рые могут находиться на поверхности бактерий, 
населяющих просвет кишечника, как это было уже 
упомянуто выше.

Феномен коагрегации белков в составе ами-
лоидных агрегатов насчитывает массу примеров, 
и их число продолжает увеличиваться [178]. При-
мером функциональной коагрегации белков в со-
ставе амилоидов является пара белков Rip1 и Rip3. 
Их агрегация является одним из сигналов для за-
пуска процессов некролиза [179], и даже получена 
3D-структура гетерофибрилл этих белков  [180]. 
Ключевую роль в этом процессе играют аминокис-
лотные мотивы RHIM (receptor-interacting protein 
kinase homotypic interaction motif; мотив гомоти-
пического взаимодействия с рецептор-взаимодей-
ствующей протеинкиназой (RIP)), которые также 
обнаружены у белка нейроспоры Het-s (Podospora 
anserina), способного формировать амилоидные 
агрегаты  [181]. Помимо этого, известны также 
многочисленные примеры коагрегации белков, 
связанных с различными амилоидозами человека, 
в частности, показана коагрегация следующих бел-
ков: Aβ и Тау  [182]; Aβ и амилина  [183]; Aβ и PrP 
[184, 185].

В литературе есть ряд свидетельств коагрега-
ции aSyn с различными белками человека. Его аг-
регация может быть индуцирована in vitro фибрил-
лами Aβ (1–40 и 1–42) [186], IAPP [187], лизоцима, а 
также GroES [188]. У пациентов с БП и БА aSyn и Aβ 
физически взаимодействуют [189]. Также недавно 
было продемонстрировано, что aSyn коагрегирует 
с белком NOS1AP [190].

В настоящее время активно накапливаются 
данные о том, что белки других организмов могут 
стимулировать агрегацию aSyn. Пептиды белка 
PSMαs, который формирует амилоидоподобные 
агрегаты у Staphylococcus aureus, способны уско-
рять агрегацию aSyn in vitro  [191]. Аналогичным 
эффектом обладает N-белок SARS-CoV-2 [192], но о 
его амилоидных свойствах ничего не известно. 
Наиболее изученным примером взаимодействия 
амилоидов разных организмов является пара 
CsgA и aSyn. CsgA – это основной компонент вне-
клеточных фибрилл, называемых curli, у E. coli и 
других бактерий  [24, 193]. В  двух недавних рабо-
тах на модельных животных были получены 
результаты, свидетельствующие о том, что curli 
стимулируют агрегацию aSyn и развитие синук-
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леинопатий  [194, 195]. Исследования были про-
ведены на крысах, склонных к развитию си-
нуклеинопатии  [194], либо мышах, лишенных 
собственной микробиоты и с увеличенной продук-
цией aSyn [195]. В ходе экспериментов животных 
перорально заражали штаммами E. coli, содержа-
щими curli, что приводило к развитию синуклеи-
нопатии, чего не наблюдалось у контрольной 
группы, которую заражали бактериями без агре-
гатов. У крыс наблюдали увеличение количества 
бляшек aSyn в ганглиозных клетках кишечника 
(ауэрбахово сплетение и подслизистая оболочка), а 
также нейронах гиппокампа и стриатума. Авторы 
также детектировали развитие реакций врожден-
ного иммунного ответа в головном мозге. При 
этом опытная группа животных не отличалась 
от контрольной по весу, а также уровню клеточ-
ных воспалительных процессов в тканях ротовой 
полости, почек, глаз или желудка  [194]. В  экспе-
риментах с мышами было показано, что только 
введение бактерий, содержащих curli, вызывает 
нарушение двигательных функций, увеличение 
количества агрегированного и фосфорилированно-
го aSyn (S129) в разных участках головного мозга, а 
также развитие воспалительных процессов в ЖКТ 
и НС. В экспериментах in vitro CsgA E. coli и его ор-
тологи из других организмов ускоряют агрегацию 
aSyn [195, 196]. При этом вопрос о роли амилоид-
ных агрегатов CsgA в этом процессе, скорее, оста-
ется открытым. Бактерии, продуцирующие неами-
лоидогенный вариант CsgA, названный «SlowGo», 
вызывают описанные симптомы реже [195]. Инъ-
екция амилоидогенных пептидов CsgA в кишеч-
ную стенку модельных мышей приводит к нару-
шению моторных функций, а также ускоряет 
агрегацию aSyn. В экспериментах с неамилоидны-
ми пептидами CsgA подобных эффектов обнаруже-
но не было [195]. С другой стороны, есть свидетель-
ства, что замедление агрегации CsgA приводит к 
ускорению агрегации aSyn, т.е. именно мономер-
ный CsgA играет ключевую роль [196].

Ускоренную агрегацию aSyn, слитого с жел-
тым флуоресцентным белком  (YFP), наблюдали 
у трансгенных нематод Caenorhabditis elegans, ко-
торые получали в пищу бактерии, содержащие 
curli [194, 197]. При этом агрегация aSyn в немато-
дах коррелировала с количеством curli, и наблю-
далась колокализация aSyn и CsgA в мышцах и 
нейронах  [198]. Наконец, гены  csgA и  csgB были 
выявлены в скрининге, направленном на иден-
тификацию бактериальных генов, отвечающих за 
нейродегенерацию у C. elegans, продуцирующих 
aSyn (A53T), склонный к агрегации. У таких нема-
тод наблюдались дегенерация моторных нейронов 
и характерные нарушения поведения при получе-
нии в пищу бактерий E. coli K-12, в норме проду-
цирующих  curli. В  ходе скрининга были проана-

лизированы производные этого бактериального 
штамма с делециями генов, которые не являются 
жизненно важными. Оказалось, что отсутствие в 
клетках бактерий именно CsgA и CsgB способство-
вало снижению патогенеза у нематод. Всего в этом 
скрининге были идентифицированы 38  генов с 
аналогичными эффектами [198].

О потенциальной роли CsgA в развитии БП у 
человека свидетельствуют недавние клинические 
данные. В  крови пациентов с  БП присутствуют 
белки, которые дают реакцию с антителами к пеп-
тиду CsgA. Причем сигнал от этих антител выше в 
группе больных по сравнению со здоровыми инди-
видуумами [199]. Кроме этого, недавно было про-
демонстрировано, что энтероэндокринные клетки, 
которые являются компонентом кишечного эпите-
лия, т.е. находятся в непосредственном контакте с 
микробиотой, продуцируют aSyn [200, 201].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Согласно наиболее распространенной теории, 
развитие БП начинается в кишечном тракте под 
воздействием внешних факторов [54, 202]. Тем не 
менее, что именно способствует агрегации aSyn 
в ЭНС и какой молекулярный механизм лежит в 
основе этих процессов, остается неясным.

На сегодняшний день описана масса ассо-
циаций между дисбалансом микрофлоры кишеч-
ника и развитием БП и других синуклеинопатий. 
В  представленном обзоре мы постарались обоб-
щить наиболее значимую и актуальную информа-
цию по этому вопросу. Существуют разные гипо-
тезы о том, как именно бактерии могут вызывать 
развитие синуклеинопатий (рис. 2). Одной из наи-
более популярных является гипотеза, связанная с 
развитием воспаления, которое влечет за собой 
агрегацию aSyn. К подтверждению этой гипотезы 
можно отнести положительную корреляцию ме-
жду степенью воспаления, вызванного вирусной 
инфекцией, и количеством aSyn в аксонах нейро-
нов кишечника [165]. Правда, и в данном случае 
эта связь может объясняться разными молеку-
лярными механизмами. Среди наиболее вероят-
ных  – это сверхпродукция aSyn при воспалении, 
а также его нитрование [29, 165, 167]. С другой сто-
роны, существует ряд предположений о роли бак-
териальных белков или метаболитов в развитии 
синуклеинопатий. Одними из самых новых канди-
датов на роль триггера агрегации aSyn являются 
амилоидные белки бактерий  (рис. 2). Целый ряд 
работ, рассмотренных выше, поддерживает эту 
идею и свидетельствует об индукции агрегации 
aSyn фибриллами CsgA [194–196, 198]. К аналогич-
ному эффекту могут приводить некоторые шаперо-
ны бактерий [42, 43]. Наконец, развитию БП могут 
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Рис. 2. Возможные механизмы агрегации aSyn в кишечнике. Знак вопроса на схеме отражает тот факт, что нет 
точных данных, в каких именно клетках происходят процессы, представленные в выноске

способствовать метаболиты бактерий (например, 
КЦЖК) (рис. 2), однако, в отличие от предыдущих 
примеров, пока не ясны конкретные молекуляр-
ные механизмы этого процесса. Одним из контр-
аргументов против гипотезы индукции агрегации 
aSyn за счет факторов бактериального проис-
хождения является наличие барьерной функции 
у эпителия кишечника. Однако ее эффективность 
значительно снижается с возрастом, и проницае-
мость барьера для крупных молекул увеличива-
ется [154, 203, 204].
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ROLE OF THE GUT MICROBIOME AND BACTERIAL AMYLOIDS  
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Less than ten years ago, evidence began to accumulate about the association between changes in the 
composition of the gut microbiota and the development of human synucleinopathies, in particular the 
sporadic form of Parkinson’s disease. We collected data from more than one hundred and thirty exper-
imental studies that reported similar results and summarized the frequencies of detection of different 
groups of bacteria in these studies. It is important to note that it is extremely rare that a unidirectional 
change in the abundance of one or another group of microorganisms (only an increase or only a de-
crease) was detected in patients with Parkinson’s disease. However, we were able to identify several 
groups of bacteria that were overrepresented in patients with Parkinson’s disease in the studies ana-
lyzed. There are various hypotheses about the molecular mechanisms that explain such relationships. 
Usually, α-synuclein aggregation is associated with the development of inflammatory processes that 
occur in response to changes in the microbiome. However, experimental evidence is accumulating on 
the influence of bacterial proteins, including amyloids (curli), as well as various metabolites on aSyn 
aggregation. In the review, we provided up-to-date information about such examples.
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В исследовании выполнен анализ содержания гомоцистеина, цианокобаламина (витамина В12), 
фолиевой кислоты (витамина В9) и пиридоксина (витамина В6) в крови у детей с подтверждён-
ным демиелинизирующим поражением ЦНС. Определены генотипы по основным полиморфиз-
мам генов фолатного цикла – C677T и A1298C гена MTHFR, A2756G гена MTR и A66G гена MTRR. 
Сравнение исследуемых показателей проводили для пяти групп: контрольная группа – здоровые 
дети до 18  лет, дети в стадии дебюта рассеянного склероза (РС; с длительностью заболевания 
не более полугода), здоровые взрослые без неврологической патологии, взрослые пациенты с РС 
в стадии дебюта заболевания и пациенты с длительно протекающим РС. Выявлено значимое 
увеличение содержания гомоцистеина у детей в дебюте РС в сравнении со здоровыми детьми 
соответствующего возраста. Установлена высокая прогностическая ценность определения содер-
жания гомоцистеина у детей. Продемонстрировано, что повышение уровня гомоцистеина выше 
безопасных значений не сопровождается наличием витаминодефицитного состояния, оценивае-
мого по содержанию фолиевой кислоты, витамина В6 и витамина В12 в крови. Отсутствие кор-
реляции между лабораторными признаками витаминодефицитного состояния и содержанием 
гомоцистеина может быть обусловлено носительством полиморфных вариантов генов фолатного 
цикла, а повышение уровня гомоцистеина должно рассматриваться как маркер функциональ-
ных нарушений обмена фолатов, сопутствующих развитию патологического процесса при педиа-
трическом варианте РС. Выявленные закономерности могут быть использованы для разработки 
методов лечения и профилактики демиелинизирующего процесса у детей с РС.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рассеянный склероз, гомоцистеин, метаболизм фолатов.

DOI: 10.31857/S0320972524030094 EDN: WJVDDR

Принятые сокращения: РС – рассеянный склероз; ЦНС – центральная нервная система; MTHFR – метилен-
тетрагидрофолатредуктаза; MTR – метионинсинтаза; MTRR – метионинсинтаза-редуктаза.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Рассеянный склероз (РС)  – хроническое про-
грессирующее заболевание, характеризующееся 
появлением очагов воспаления, демиелинизации 
и нейродеструкции в центральной нервной систе-
ме (ЦНС) [1, 2]. По этиологии заболевание относит-
ся к мультифакториальным, его инициация явля-

ется результатом взаимодействия генетических и 
средовых факторов. Для большинства пациентов 
дебют РС приходится на возраст от 20 до 40  лет, 
более раннее начало заболевания регистрируется 
приблизительно в 3–10 % случаев. В ряде исследо-
ваний отмечают рост заболеваемости РС среди де-
тей и подростков, что, однако, может быть связано 
с совершенствованием методов диагностики  [3].  



ЛЮДЫНО и др.510

БИОХИМИЯ том 89 вып. 3 2024

Несмотря на то что педиатрический РС (РС с де
бютом до 18 лет) прогностически является относи-
тельно благоприятным, медленно прогрессирую-
щим вариантом заболевания, в среднем у таких 
пациентов переход к вторично-прогрессирующе-
му типу течения и развитие необратимых невро-
логических нарушений происходит в более моло-
дом возрасте  [4, 5], то есть существует опасность 
ранней инвалидизации. Стоит отметить также, 
что большинство используемых для лечения РС 
иммуномодулирующих препаратов разрешены к 
применению с 18-летнего возраста, следовательно, 
патогенетическая терапия может быть недоступна 
для пациентов с ранним дебютом РС [6].

Очевидна в связи с этим актуальность иссле-
дования механизмов педиатрического РС, поиск 
возможных специфических звеньев патогенеза РС 
с ранним дебютом и выявление специфических 
маркеров патологии.

Важную роль в повышении риска развития 
педиатрического РС могут играть факторы, нару-
шающие процессы созревания ЦНС, прежде всего 
формирование белого вещества и миелинизацию. 
В частности, в данном контексте представляет 
интерес изучение роли метаболизма фолатов. Осо-
бенности обмена фолатов, в том числе обусловлен-
ные наличием полиморфизмов в ключевых генах 
фолатного цикла  – метилентетрагидрофолатре-
дуктазы (MTHFR), метионинсинтазы (MTR), метио-
нинсинтазы-редуктазы (MTRR), могут оказывать 
существенное влияние на созревание миелина, 
устойчивость к демиелинизирующим процессам 
и недостаточность механизмов репарации при 
повреждениях белого вещества [7–10]. Реализация 
этого влияния объясняется тем, что перечислен-
ные ферменты, осуществляя превращения фолатов, 
контролируют обмен гомоцистеина и метионина, 
обеспечивают метаболизм одноуглеродных фраг-
ментов и образование доноров метильных групп.

Целью представленного исследования было 
определение генотипов по полиморфным вари-
антам генов MTHFR, MTR и MTRR в группах па-
циентов с РС, разделённых по возрасту дебюта 
заболевания, анализ содержания гомоцистеина и 
витаминов группы В (фолиевой кислоты, циано-
кобаламина и пиридоксина) в крови пациентов 
и выявление взаимосвязи между определяемыми 
показателями.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оценка уровня гомоцистеина и витаминов 
группы В в сыворотке крови. Для анализа уров-
ней гомоцистеина, цианокобаламина (витамина 
В12), фолиевой кислоты (витамина В9) и пиридок-
сина (витамина В6) было сформировано несколько 

групп. В группу пациентов детского возраста с де-
миелинизирующим заболеванием ЦНС было вклю-
чено 18 детей в возрасте от 10 до 18 лет с клини-
ческими и нейровизуализационными признаками 
демиелинизации; из них 13 детей – с подтверждён-
ным диагнозом РС (дебют заболевания) и 5  де-
тей – с диагнозами «острый диссеминированный 
энцефаломиелит» (ОДЭМ) и «демиелинизирующее 
заболевание ЦНС, высокий риск трансформации в 
РС». Контрольную группу составили здоровые дети 
от 8 до 18  лет. Кроме того, было сформировано 
3 группы сравнения: взрослые пациенты в возра-
сте от 21 года до 69 лет с диагнозом РС и длитель-
ностью заболевания от 3 до 23 лет; взрослые паци-
енты в возрасте от 19 до 45 лет с диагнозом РС и 
длительностью заболевания менее 6 месяцев (на-
чальная стадия заболевания) и контрольная груп-
па – здоровые добровольцы в возрасте от 19 лет до 
61  года без неврологической патологии. Диагноз  
РС как у детей, так и у взрослых был установлен 
на основании соответствия международным кри-
териям МакДональда 2005, 2010 и 2017 гг. [11, 12], 
в сложных случаях, у пациентов, перенёсших ра-
нее ОДЭМ, учитывались критерии, предложенные 
Международной группой по исследованию педиа-
трического РС (International Pediatric Multiple Sclero
sis Study Group, IPMSSG). Данные о возрасте на мо-
мент исследования, возрасте дебюта заболевания  
и длительности заболевания приведены в табл. 1.

Содержание гомоцистеина и цианокобалами
на (витамина В12) определяли методом иммунохе
милюминесцентного анализа, содержание фолие-
вой кислоты (витамина В9) определяли методом 
колориметрического анализа, содержание пирид-
оксина (витамина В6) определяли методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии. 
Исследования были выполнены на базе клинико-
диагностической лаборатории с соблюдением всех 
правил преаналитического этапа. Забор крови осу-
ществляли в утренние часы натощак, определение 
содержания гомоцистеина и витаминов группы В 
проводили непосредственно после взятия мате-
риала, образцы не хранили.

Определение генотипов по полиморфизмам 
генов MTHFR, MTR и MTRR. Для проведения гене-
тических исследований использовали образцы 
венозной крови, взятой в вакуумные пробирки с 
антикоагулянтом (ЭДТА), тотальную ядерную ДНК 
выделяли по стандартной методике с примене-
нием набора реагентов «ДНК-сорб Б» (ООО «Некст-
Био», Санкт-Петербург, Россия). Генотипирование 
проводили методом полимеразной цепной реак-
ции с флуоресцентной детекцией результатов в 
режиме реального времени. Для проведения ПЦР 
использовали специфические олигонуклеотидные 
праймеры и аллель-специфические зонды с LNA-
модификациями (LNA-нуклеотиды  – замкнутые 
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Таблица 1. Демографические характеристики контрольной группы и пациентов с РС. Данные представлены 
в виде: среднее ± ошибка среднего

Дети Взрослые

Контрольная 
группа, n = 20

Пациенты с РС, 
дебют, n = 18

Контрольная 
группа, n = 31

Пациенты c РС, 
дебют, n = 17

Пациенты c РС, 
n = 16

Возраст, лет 13,3 ± 0,66 14,5 ± 0,70 39,1 ± 2,27 33,8 ± 1,93 41,7 ± 3,38

Возраст  
дебюта РС, лет – 14,5 ± 0,70 – 33,8 ± 1,93 30,3 ± 2,89

Длительность  
заболевания, лет – < полугода – < полугода 11,4 ± 1,58

Пол (М : Ж) 11 : 9 7 : 11 8 : 23 5 : 12 1 : 15

Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидных праймеров и зондов, использованные для определения 
генотипов по полиморфизмам генов MTHFR, MTR и MTRR

Полиморфизм Название Последовательность 5′ – 3′

Полиморфизм C677T  
гена MTHFR (rs1801133)

F CTTCACAAAGCGGAAGAATGTG

R CCTGAAGCACTTGAAGGAGAA

Probe, C-allele FAM–CGGGA+G+C+CG+ATTTC–BHQ-1

Probe, T-allele ROX–CGG+GA+G+T+C+GATTTC–BHQ-2

Полиморфизм A1298C  
гена MTHFR (rs1801131)

F AGGAGCTGCTGAAGATGTG

R GTTCTCCCGAGAGGTAAAGA

Probe, A-allele FAM–AGA+CA+CTT+T+CTT+CACTGG–BHQ1

Probe, C-allele ROX–AGA+CA+CTT+G+CTT+CACTG–BHQ2

Полиморфизм A2756G  
гена MTR (rs1805087)

F CAGTGTTCCCAGCTGTTAGATGAA

R TCTACCACTTACCTTGAGAGACTCAT

Probe, A-allele FAM–AAT+G+G+T+C+CTGTCTA–BHQ-1

Probe, G-allele ROX–AATG+G+C+C+CTGTCTA–BHQ-2

Полиморфизм A66G  
гена MTRR (rs1801394)

F ATATGCTACACAGCAGGG

R CATAAATATCACTTCCCAACCA

Probe, A-allele FAM–AGAA+A+T+A+T+GTGAGCA–BHQ-1

Probe, G-allele ROX–GAAA+T+G+T+GTGAGC–BHQ-2

Примечание. Знаком «+» обозначены модифицированные LNA-нуклеотиды.

нуклеотиды (Locked nucleic acid)), синтезирован-
ные ООО «ДНК-Синтез» (Россия) (последовательно-
сти праймеров и зондов приведены в табл. 2).

Статистическую обработку данных прово-
дили с использованием пакета программ Statistica 
(v. 10). Выбор статистических критериев основы-
вался на соответствии или несоответствии данных 
закону нормального распределения.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Различия в содержании гомоцистеина в сы-
воротке крови у пациентов с разным возрастом 
начала РС. Анализ уровня гомоцистеина выявил 
достоверные различия между обследованными 
группами (ANOVA, F = 3,495; p = 0,010) (рис. 1). По ре-
зультатам апостериорных сравнений выявлено  
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Рис. 1. Содержание гомоцистеина в сыворотке крови у здоровых испытуемых и пациентов с РС. Данные пред-
ставлены в виде средних и ошибки среднего. * Достоверное отличие между группами, р < 0,05; ** достоверное 
отличие между группами, р < 0,01

достоверное увеличение содержания гомоцистеи-
на у пациентов с детским вариантом РС в ста-
дии дебюта заболевания по сравнению с детьми 
контрольной группы соответствующего возраста 
(p = 0,014).

Между двумя контрольными группами – детей 
и взрослых без неврологической патологии – так-
же наблюдались достоверные различия (p = 0,0006): 
в группе взрослых ожидаемо регистрировались бо-
лее высокие показатели уровня гомоцистеина. При 
сравнении среднегрупповых значений у взрослых 
пациентов в стадии дебюта заболевания не только 
не выявлено повышения содержания гомоцистеи-
на относительно соответствующей группы кон-
троля, но и, напротив, отмечено незначительное, 
но достоверное его снижение (p = 0,048). Нараста-
ния уровня гомоцистеина у взрослых пациентов 
при большей длительности РС также выявлено 
не было.

В дополнение к сравнению среднегрупповых 
значений представлялось целесообразным прове-
сти анализ индивидуальной вариабельности уров-
ня гомоцистеина в исследуемых группах. В первую 
очередь обращало на себя внимание то, что испы-
туемые, значения уровня гомоцистеина у которых 
выходили за границы референтного интервала, 
присутствовали не только среди пациентов с диаг-
нозом РС, но и в контрольных группах. Кроме того, 
между группами контроля разного возраста были 
выявлены достоверные различия в содержании 
гомоцистеина, поэтому для проведения дальней-
шего анализа отдельно для каждой из контроль-
ных групп были рассчитаны значения концентра-
ции гомоцистеина, соответствующие 95%-ному 
перцентилю. Эти значения были приняты как 
верхняя граница для соответствующей возрастной 
группы. Для детей из контрольной группы этот 
пороговый показатель составил 11,4 мкмоль/л. Со-
держание гомоцистеина, превышающее уровень 
95%-ного перцентиля, было отмечено у 2 из 20 де-

тей контрольной группы и у 8 из 18 детей с дебю-
том демиелинизирующего заболевания; различия 
между группами в распределении испытуемых с 
нормальным и повышенным содержанием гомо-
цистеина были достоверны (p = 0,039, точный кри-
терий Фишера). Величина отношения шансов (OR), 
характеризующая степень риска развития патоло-
гии, составила 7,2 (95% CI: 1,275, 40,67).

Для взрослых испытуемых контрольной 
группы 95%-ный перцентиль концентрации гомо-
цистеина оказался равен 19,7 мкмоль/л, значения 
выше этого уровня в контрольной группе имели 
2 человека из 30, в группе дебюта РС – 2 из 17 па-
циентов, и 1 из 16  пациентов с длительностью 
заболевания более года. Величина OR составила 
1,87 (95% CI: 0,239, 14,61) для взрослых пациентов в 
дебюте РС (р = 0,919) и 0,93 (95% CI: 0,078, 11,15) для 
пациентов с продолжительностью РС более полу-
года (р > 0,99). Соответственно, различий между 
группой контроля и группами пациентов выяв-
лено не было.

Данные ROC-анализа подтвердили, что оценка 
содержания гомоцистеина у испытуемых детского 
возраста позволяет с высокой степенью точности 
определить наличие патологии, то есть повыше-
ние концентрации гомоцистеина является зна-
чимым маркером развития патологического про-
цесса для детей в начальном периоде РС (рис. 2, а). 
Анализ на основе оценки уровня витамина В12 не 
позволяет выявить достоверные различия между 
группами здоровых детей и детей с дебютом РС 
(рис. 2, б). Совместное определение гомоцистеина 
и В12 также не приводит к улучшению прогности-
ческой ценности модели (рис. 2, в).

Анализ уровня витаминов группы В в сыво-
ротке крови у пациентов с РС. Сравнение абсо-
лютных значений уровней витамина В9 (фолиевой 
кислоты), В12 (цианокобаламина) и В6 (пиридок-
сина) не выявило различий между исследуемыми 
группами (табл. 3).
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Рис. 2. Характеристические (ROC) кривые для оценки риска развития РС на основе определения уровня гомо-
цистеина (а), витамина В12 (б) и гомоцистеина и витамина В12 (в) у детей. AUC – площадь под кривой

Таблица 3. Содержание витаминов В6, В9 и В12 и значения отношений гомоцистеин/фолиевая кислота (Hcy/B9) 
и гомоцистеин/кобаламин (Hcy/B12) у пациентов с РС и здоровых испытуемых контрольных групп

Группа В6 В9 Hcy/B9 В12 Hcy/B12

Дети, контроль (n = 20) 79,3
[58,4; 137]

11,8
[8,97; 18,0]

0,62
[0,42; 0,95]

254,9
[190,8; 403,3]

0,035
[0,022; 0,043]

Дети, дебют РС (n = 18) 69,4
[42,8; 92,1]

11,5
[9,97; 14,5]

0,78
[0,60; 1,28]

296,1
[254,4; 372,8]

0,034
[0,02; 0,049]

Взрослые, контроль (n = 31) 59,5
[45,9; 76,9]

15,1
[12,1; 18,9]

0,09
[0,03; 0,57]

306,1
[192,0; 412,3]

0,036
[0,023; 0,075]

Взрослые, дебют РС (n = 17) 65,6
[40,6; 94,0]

15,5
[12,3; 25,5]

0,52
[0,24; 0,73]

328,5
[232,5; 488,3]

0,022
[0,013; 0,046]

Взрослые, РС (n = 16) 67,6
[52,8; 99,5]

18,3
[11,4; 23,1]

0,69
[0,34; 0,99]

372,3
[286,0; 566,0]

0,029
[0,015; 0,039]

Примечание. Данные представлены в виде: медиана [1 квартиль; 3 квартиль]

Для оценки взаимосвязи между уровнем ви-
таминов группы В и содержанием гомоцистеина 
и выявления роли дефицита витаминов в разви-
тии РС были проанализированы корреляционные 
взаимосвязи между определяемыми показателями 
и рассчитаны соотношения гомоцистеин/кобал-
амин (Hcy/B12) и гомоцистеин/фолиевая кислота 
(Hcy/B9). У детей контрольной группы выявлена 
достоверная отрицательная связь между уровнем 
гомоцистеина и содержанием витамина В12. У де-
тей в стадии дебюта РС этой зависимости обнару-
жено не было (данные приведены в табл. 4). Кроме 
того, все дети с РС, значения концентрации гомо-
цистеина у которых превышали 11,4  мкмоль/л 
(рассчитанный нами уровень 95%-ного перценти-
ля), имели нормальные значения концентрации 
витамина В12, у двоих из восьми детей отмеча-
лось снижение концентрации фолиевой кислоты. 
Таким образом, для детей с педиатрическим вари-
антом РС в стадии дебюта заболевания характерно 
нарастание сывороточного уровня гомоцистеина, 
которое может не сопровождаться дефицитом фо-
лиевой кислоты и/или кобаламина (В12) плазмы 
крови.

У здоровых взрослых уровень гомоцистеина 
отрицательно коррелировал и с содержанием 
витамина В12, и с уровнем фолиевой кислоты. 
У  пациентов с РС (как в стадии дебюта, так и 
при большей продолжительности заболевания) 
эти корреляционные взаимосвязи отсутствовали 
(табл. 4). При этом гипергомоцистеинемия была 
отмечена у двух взрослых пациентов в стадии де-
бюта РС (21,5 и 23,9 мкмоль/л), у одного из этих па-
циентов повышение концентрации гомоцистеина 
сопровождалось дефицитом витамина В12, у дру-
гого отмечался недостаточный уровень фолиевой 
кислоты.

При сравнении соотношений гомоцистеин/
кобаламин (Hcy/B12) и гомоцистеин/фолиевая 
кислота (Hcy/B9) с применением теста Крускала–
Уоллиса были обнаружены достоверные различия 
между группами для показателя Hcy/B9 (H = 28,271, 
p < 0,001). По результатам попарных сравнений 
соотношение Hcy/B9 оказалось достоверно выше 
у взрослых пациентов с РС по сравнению с соот-
ветствующей контрольной группой (p = 0,006), а 
также у здоровых взрослых по сравнению со здо-
ровыми детьми контрольной группы (p = 0,001).  
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Таблица 4. Данные корреляционного анализа для 
оценки взаимосвязи между уровнями гомоцистеина 
(Hcy), фолиевой кислоты (B9) и витамина В12

Группа Hcy – B9 Hcy – В12

Дети, контрольная  
группа (n = 20)

r = −0,17; 
p = 0,47

r = −0,51; 
p = 0,02

Дети, дебют РС (n = 18) r = −0,18; 
p = 0,58

r = 0,16; 
p = 0,62

Взрослые, контрольная 
группа (n = 31)

r = −0,56; 
p = 0,001

r = −0,40; 
p = 0,03

Взрослые, дебют РС (n = 17) r = 0,02; 
p = 0,95

r = −0,41; 
p = 0,11

Взрослые, РС (n = 16) r = −0,36; 
p = 0,17

r = −0,32; 
p = 0,23

Примечание. r  – коэффициент корреляции Пирсона; 
p – значение для 95%-ного уровня значимости. Стати-
стически значимые корреляции выделены жирным 
шрифтом.

У детей в стадии дебюта РС отличий по этому по-
казателю от здоровых детей выявлено не было.

Анализ влияния генотипов по полимор-
физмам генов фолатного цикла на уровень 
гомоцистеина. При оценке взаимосвязи между 
изменением уровня гомоцистеина и наличием 
полиморфных вариантов генов, контролирующих 
фолатный обмен, обнаружены следующие законо-
мерности. С использованием многофакторного 
анализа выявлено достоверное влияние полимор-
физма A2756G гена MTR на уровень гомоцистеина 
(F = 4,766, p = 0,04) у пациентов в дебюте РС, но не у 
испытуемых контрольных групп (F = 0,855, p = 0,36). 
При оценке взаимодействия факторов с использо-
ванием анализа ANOVA-MANOVA установлено, что 
также у пациентов в дебюте РС, но не у здоровых 
испытуемых контрольных групп наблюдается 
достоверное сочетанное зависимое от возрастной 
группы влияние на уровень гомоцистеина гено-
типов по полиморфизмам C677T гена MTHFR и 
A2756G гена MTR (F = 9,95; p = 0,004) и достоверное 
совместное влияние генотипов по полиморфиз-
мам А1298С гена MTHFR и A2756G гена MTR на 
уровень гомоцистеина (F = 8,29; p = 0,008), которое 
также зависело от возраста. Зависимость от воз-
раста выражалась, в частности, в том, что у детей 
наиболее высокие значения уровня гомоцистеина 
были отмечены при сочетании наличия минорной 
аллели по полиморфизму A2756G гена MTR с гено-
типом СС по полиморфизму C677T гена MTHFR, а 
также при сочетании наличия минорных алле-
лей по двум полиморфизмам  – A2756G гена MTR 
и А1298С гена MTHFR. У взрослых пациентов в де-
бюте РС при сочетании наличия минорной аллели 
по полиморфизму A2756G гена MTR с генотипом СС 

по полиморфизму C677T гена MTHFR, напротив, 
отмечались самые низкие значения концентрации 
гомоцистеина. Выявленные закономерности ука-
зывают на то, что разнонаправленные изменения 
уровня гомоцистеина, наблюдаемые у взрослых 
и педиатрических пациентов в дебюте РС, могут 
быть, по крайней мере, частично, обусловлены 
наличием полиморфных вариантов генов фолат-
ного цикла.

Показано также достоверное сочетанное влия-
ние генотипа по полиморфизму A2756G гена MTR 
и В12-дефицитного состояния на уровень гомоци-
стеина (ANOVA-MANOVA, F = 9,042, p = 0,004). Важно, 
что это влияние не зависело от возраста, то есть 
было характерно и для детей, и для взрослых. При 
этом наиболее высокие значения уровня гомоци-
стеина наблюдались при сочетании дефицита В12 
и генотипа AА по полиморфизму A2756G гена MTR. 
Принимая во внимание полученные данные о 
том, что влияние дефицита В12 на уровень гомо-
цистеина зависит от генотипа по полиморфизму 
A2756G гена MTR, можно заключить, что повыше-
ние уровня гомоцистеина у носителей минорной 
аллели по этому полиморфизму может не сопро-
вождаться снижением содержания витамина В12 
в крови. Лабораторное исследование крови у этих 
пациентов без проведения генотипирования будет 
неинформативным.

Интересные закономерности, согласующиеся 
с выводами, описанными выше, были выявлены 
при проведении корреляционного анализа между 
уровнем гомоцистеина и содержанием витамина 
В12 в плазме крови, если анализ выполнялся для 
отдельных подгрупп с учётом генотипа по поли-
морфизмам A2756G и C677T. Так, только для детей, 
у которых присутствовали минорные аллели по 
двум полиморфным локусам, была характерна 
достоверная сильная отрицательная корреляци-
онная связь между уровнем гомоцистеина и со-
держанием витамина В12 в плазме крови (рис. 3). 
У взрослых такой закономерности выявлено не 
было. Полученные данные позволяют предполо-
жить, что именно при таком сочетании генотипов 
по полиморфизмам C677T гена MTHFR и A2756G 
гена MTR применение препаратов кобаламина для 
нормализации повышенного уровня гомоцистеи-
на у детей может быть наиболее эффективным.

Поскольку на достоверность выявленных 
взаимодействий может оказывать влияние рас-
пределение частот по исследуемым полиморф-
ным вариантам в сравниваемых группах, целе-
сообразно представление данных о соотношении 
генотипов по полиморфизмам генов MTHFR, MTR 
и MTRR у здоровых испытуемых и пациентов с РС.  
В табл. 5 обобщены данные для пяти групп  –  
с разделением по возрасту и наличию патоло-
гии. В табл. 6 данные объединены в две группы – 
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Рис. 3. Взаимосвязь между содержанием витамина В12 и уровнем гомоцистеина у испытуемых с учётом со-
четания генотипов по полиморфизмам C677T гена MTHFR и A2756 гена MTR. а  –  Дети (контрольная группа 
и пациенты детского возраста в стадии дебюта РС); б  –  взрослые (контрольная группа и взрослые пациен-
ты с продолжительностью заболевания не более полугода (дебют РС)). Результаты корреляционного анализа 
представлены в виде коэффициента корреляции Пирсона и значения p для уровня значимости 95%

Таблица 5. Распределение генотипов по полиморфизмам генов фолатного цикла и частоты минорных аллелей 
в сравниваемых группах

Полиморфизм
Генотипы, 
минорная 

аллель

Группа

Дети, 
контроль 

(n = 20)

Дети,  
дебют РС 

(n = 18)
p 

(χ2)
Взрослые, 
контроль 

(n = 31)

Взрослые, 
дебют РС 

(n = 17)
p 

(χ2)
Взрослые, 
РС (n = 16)

p 
(χ2)

MTHFR:
C677T

CC 13 8

0,18

19 7

0,54

10

0,99
CT 7 8 9 9 6

TT 0 2 3 1 0

Т, частота 0,18 0,33 0,24 0,32 0,19

MTHFR:
A1298C

AA 5 10

0,07

13 7

0,94

6

0,78
AC 11 7 16 8 8

CC 4 1 2 2 2

C, частота 0,48 0,25 0,32 0,35 0,38

MTR:
A2756G

AA 8 12

0,30

14 10

0,72

12

0,14
AG 11 5 14 5 3

GG 1 1 3 2 1

G, частота 0,33 0,19 0,32 0,26 0,16

MTRR:
A66G

AA 2 3

0,93

8 5

0,95

3

0,72
AG 12 9 16 7 8

GG 6 6 7 5 5

G, частота 0,60 0,58 0,48 0,50 0,53

Примечание. p – уровень достоверности различий для частот минорных аллелей между группами пациентов 
и соответствующей по возрасту контрольной группой (значения p рассчитаны для критерия χ2 с поправкой 
Йетса на непрерывность).
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Таблица 6. Сравнение распределений генотипов по полиморфизмам генов фолатного цикла и частот минорных 
аллелей в группах здоровых испытуемых и пациентов с РС без разделения по возрасту

Полиморфизм Генотип
Группа

p (χ2)
Контроль (n = 51) РС (n = 51)

MTHFR:
C677T

CC 32 25

0,63
CT 16 23

TT 3 3

Т-аллель, частота 0,22 0,26

MTHFR:
A1298C

AA 18 23

0,46
AC 27 23

CC 6 5

C-аллель, частота 0,38 0,32

MTR:
A2756G

AA 22 34

0,08
AG 25 13

GG 4 4

G-аллель, частота 0,32 0,21

MTRR:
A66G

AA 10 11

0,33
AG 28 24

GG 13 16

G-аллель, частота 0,47 0,55
Примечание. p  – уровень достоверности различий для частот минорных аллелей между двумя группами 
(значения p рассчитаны для критерия χ2 с поправкой Йетса на непрерывность).

здоровых испытуемых и пациентов с РС без раз-
деления по возрастному признаку и длительности 
заболевания. В обоих случаях распределение гено-
типов у пациентов не отличалось достоверно от 
такового у контрольных испытуемых. Обращает 
на себя внимание, однако, тенденция к увеличе-
нию доли носителей минорной аллели по поли-
морфизму C677T гена MTHFR у пациентов в дебюте 
РС (как у детей, так и у взрослых) и тенденция к 
снижению частоты минорных аллелей по поли-
морфизмам A2756G гена MTR (у детей и взрослых) 
и A1298C гена MTHFR (у детей) (табл. 5). Несмотря 
на то что эти тенденции менее заметны в группах 
без разделения по возрастному признаку (табл. 6), 
оценить, обусловлены ли они малым размером 
групп или возрастными особенностями, не пред-
ставляется возможным без дополнительных 
исследований. Достоверных различий в уровне 
витаминов при разделении сравниваемых групп 
на подгруппы в зависимости от генотипов по по-
лиморфизмам генов фолатного цикла выявлено 
не было (данные приведены в табл. 1 и табл. 2 
Приложения). Сравнение концентрации гомоци-

стеина в крови у носителей различных генотипов 
(табл. 7) подтверждает вклад исследуемых поли-
морфных локусов в нарушения фолатного обмена 
при РС. Так, в группах контроля (как у детей, так 
и у взрослых) различий в уровне гомоцистеина 
между гомозиготами по мажорной аллели и носи-
телями минорных аллелей обнаружено не было. 
У пациентов в дебюте РС (и у детей, и у взрослых) 
выявлена зависимость изменений уровня гомоци-
стеина относительно соответствующих контроль-
ных групп от генотипа по полиморфизмам генов 
MTHFR и MTR.

Стоит отметить также, что характер выявлен-
ных изменений уровня гомоцистеина у пациентов 
указывает на то, что они не являются следствием 
неравномерного распределения частот генотипов 
по исследуемым полиморфным вариантам. Так, в 
частности, достоверное повышение уровня гомо-
цистеина у детей с РС по сравнению со здоровыми 
детьми отмечено в подгруппе носителей генотипа 
СС по полиморфизму C677T гена MTHFR и у носи-
телей минорной аллели по полиморфизму A2756G 
гена MTR (табл. 7), в то время как частоты этих 
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Таблица 7. Концентрация гомоцистеина (мкмоль/л) в крови здоровых испытуемых и пациентов с РС с 
различными генотипами по полиморфизмам генов фолатного цикла

Полиморфизмы генов фолатного цикла и соответствующие варианты генотипов

Группа
MTHFR, C677T MTHFR, A1298C MTR, A2756G MTRR, A66G

CC CT, TT AA AC, CC AA AG, GG AA AG, GG

Дети,  
контроль 
(n = 20)

8,35
[7,6;  
8,74]

7,89
[6,37; 
11,4]

7,6
[6,37; 
9,56]

8,35
[7,73;  
9,41]

8,21
[6,23; 
10,06]

8,28
[7,74;  
9,15]

9,57
[9,56; 
9,85]

8,05
[6,53;  
8,74]

Дети,  
дебют РС 
(n = 18)

12,68*
[8,27; 
13,71]

10,76
[9,3; 

12,43]

10,76
[8,9; 

12,96]

12,02*
[8,92; 
12,86]

10,34
[8,27; 
12,99]

11,77*
[10,41; 
12,66]

11,37
[8,4; 

14,41]

11,11*
[8,9; 

12,96]

Взрослые, 
контроль 
(n = 31)

11,65
[8,6;  
14,9]

11,75
[9,75; 
16,1]

11,8
[9,2; 

13,65]

11,6
[8,7;  
16,4]

11,1
[8,7;  
16,4]

11,9
[9,3;  
13,3]

9,9
[8,4;  
14,9]

11,9
[9,8;  
14,9]

Взрослые, 
дебют РС 
(n = 17) 

6,91#
[5,7;  
9,74]

8,68
[6,74; 
11,9]

7,44
[5,4;  
13,5]

7,64#
[6,3;  
9,92]

6,94#
[6,3;  
9,92]

9,74
[6,91;  
13,5]

7,13
[6,74; 
7,44]

8,95
[6,35; 
12,70]

Взрослые, 
РС (n = 16)

10,31
[8,89;  
12,3]

9,71
[9,0;  
10,9]

11,6
[9,9;  
12,4]

9,31
[7,8;  

11,02]

9,75
[8,35; 
12,35]

10,21
[9,26;  
11,6]

12,3
[9,52; 
12,4]

9,6
[8,89; 
11,02]

p * p = 0,033
# p = 0,027

* p = 0,036
# p = 0,029 # p = 0,020 * p = 0,002 * p = 0,002

Примечание. Данные представлены в виде: медиана [1 квартиль; 3 квартиль]. * Достоверное отличие между 
группами «Дети, дебют РС» и «Дети, контроль»; # достоверное отличие между группами «Взрослые, дебют РС» 
и «Взрослые, контроль» (U-критерий Манна–Уитни). Достоверные различия дополнительно выделены жир-
ным шрифтом.

генотипов у пациентов ниже, чем в контрольной 
группе (табл. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные в ходе исследования результаты 
указывают на то, что уже в начальной стадии РС 
у пациентов наблюдаются нарушения фолатного 
обмена, маркером которых является изменение 
концентрации гомоцистеина. Однако у детей с 
педиатрическим РС и у взрослых пациентов выяв-
ленные нарушения, по-видимому, имеют в основе 
различные механизмы.

Гомоцистеин – серосодержащая аминокисло-
та, образующаяся из незаменимой аминокислоты 
метионина и метаболизируемая двумя путями: 
обратной конверсией в метионин (реметилиро-
вание) и транссульфурацией. Повышение уровня 
гомоцистеина выше безопасных значений (гипер-
гомоцистеинемия) признано важным фактором 
риска развития сердечно-сосудистой и церебро-
васкулярной патологии [13]. Активно исследуется 
роль гомоцистеина в патогенезе нейродегенера-

тивных заболеваний  [14]. Отмечается, что уве-
личение концентрации гомоцистеина коррели-
рует с выраженностью когнитивного дефицита у 
пациентов с болезнью Альцгеймера [15], сыворо-
точный уровень гомоцистеина отражает тяжесть 
моторных и немоторных нарушений при болезни 
Паркинсона, а также определяет прогноз заболе-
вания [16, 17]. Результаты исследований, сравни-
вающих содержание гомоцистеина у пациентов с 
РС и контрольных лиц, достаточно противоречи-
вы – в ряде исследований сообщается о повышен-
ном уровне гомоцистеина при РС [18, 19], другие 
авторы не обнаруживают таких отличий [20, 21]. 
Однако связь повышения уровня гомоцистеина с 
прогрессированием заболевания у пациентов с РС 
убедительно доказана  [22], установлено неблаго-
приятное влияние гипергомоцистеинемии на раз-
витие когнитивных нарушений [23]. В ряде работ 
обнаружены различия в сывороточном уровне го-
моцистеина у пациентов с ремитирующим и про-
грессирующим течением [24].

Известно, что основной алиментарной при-
чиной развития гипергомоцистеинемии является 
дефицит нутриентов и прежде всего витаминов 
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группы В, выполняющих роль кофакторов в цикле 
фолиевой кислоты и при реметилировании гомо-
цистеина  [25, 26]. Процесс обратного превраще-
ния гомоцистеина в метионин (реметилирование 
гомоцистеина) контролируется тремя основными 
ферментами  – MTHFR, MTR и MTRR. Нарушение 
активности этих ферментов, вызванное наличием 
полиморфных вариантов в кодирующих их генах, 
также может способствовать избыточному накоп-
лению гомоцистеина в крови [27, 28].

Наблюдаемое у детей с РС повышение уровня 
гомоцистеина относительно значений, характер-
ных для группы контроля соответствующего воз-
раста, в большинстве случаев не сопровождалось 
дефицитом фолиевой кислоты и витамина В12 в 
плазме крови. Причинами повышения уровня го-
моцистеина при отсутствии лабораторных призна-
ков витаминодефицитного состояния могут быть: 
1) недостаточное поступление активной формы 
фолиевой кислоты (тетрагидрафолиевой кислоты, 
ТГФК) в клетку, то есть функциональный дефицит 
фолатов, обусловленный нарушением транспорта 
фолиевой кислоты; 2) низкий уровень ТГФК в тка-
нях, связанный с наличием полиморфизмов в гене 
MTHFR; 3) генетические дефекты ферментов MTR и 
MTRR. Перечисленные причины способствуют сни-
жению скорости реметилирования гомоцистеина 
в метионин и, соответственно, накоплению его в 
плазме крови. Кроме того, гипергомоцистеинемия 
может быть связана со снижением эффективно-
сти метаболического пути цистатиона, в процессе 
которого гомоцистеин метаболизируется до  ци-
стеина, сероводорода и других серосодержащих 
соединений.

Нарушение обмена гомоцистеина и развитие 
гипергомоцистеинемии у носителей полиморфиз-
мов генов фолатного цикла обусловлено сниже-
нием активности фермента MTHFR при наличии 
Т-аллели полиморфизма C677T и нарушением 
В12-зависимой реакции реметилирования, ката-
лизируемой ферментом MTR  [29, 30]. Причём, по 
данным литературы, может наблюдаться кумуля-
тивное действие полиморфизмов  – больший ме-
таболический эффект проявляется при наличии 
нескольких полиморфных вариантов [31].

Для выборки испытуемых, включённых в 
представленное исследование, получено подтвер-
ждение сочетанного влияния генотипов по поли-
морфизмам генов фолатного цикла на уровень 
гомоцистеина, причём это влияние проявлялось 
только у пациентов, но не в группах контроля, и, 
кроме того, зависело от возрастной группы. Также 
у обследованных детей в начальной стадии РС 
уровень гомоцистеина был достоверно выше, чем 
у здоровых детей, кроме того, у детей в дебюте РС 
не проявлялась характерная для здоровых детей 
контрольной группы взаимосвязь между уровнем 

гомоцистеина и цианокобаламина (витамина В12). 
В целом, полученные данные позволяют сделать 
вывод о наличии у детей с РС признаков наруше-
ния фолатного обмена. Предположительно, разви-
тие этих нарушений в детском возрасте преиму-
щественно связано с изменением биодоступности 
и/или нарушением реализации коферментной 
функции кобаламина, что, в свою очередь, опре-
деляется наличием полиморфизмов в генах MTR 
и MTHFR и их сочетанным влиянием. Стоит заме-
тить, что размер выборки не позволяет сделать 
вывод о том, влияет ли наличие полиморфных 
аллелей генов фолатного цикла на риск развития 
педиатрического варианта РС. В частности, для 
уточнения вклада полиморфных вариантов генов 
фолатного цикла в патогенез педиатрического РС 
представляется целесообразным сравнение частот 
полиморфизмов генов MTHFR, MTR и MTRR у па-
циентов с разным возрастом дебюта заболевания. 
Такое исследование, возможно, позволит оценить 
специфичность влияния этих полиморфных вари-
антов на восприимчивость к развитию РС и/или 
течение заболевания.

Сравнение лабораторных показателей у паци-
ентов с РС на стадии дебюта заболевания с дан-
ными, полученными для здоровых испытуемых 
соответствующего возраста, выявило достоверное 
повышение уровня гомоцистеина только у паци-
ентов педиатрической группы, но не у взрослых 
пациентов. Известно, что характерной особенно-
стью дебюта заболевания при педиатрическом 
варианте РС является значительная выраженность 
воспалительной реакции с формированием круп-
ных очагов демиелинизации [32, 33]. Кроме того, 
при раннем дебюте РС более выражены аксональ-
ные повреждения в зонах демиелинизации  [34]. 
Одной из важных задач терапии на ранних стади-
ях заболевания у детей с РС является ограничение 
повреждения аксонов, вторичного по отношению 
к обширным воспалительным изменениям  [35]. 
Контроль лабораторных показателей и нормали-
зация сывороточного уровня гомоцистеина может 
быть одним из ценных инструментов в достиже-
нии этой цели. Важно, что такое раннее вмеша-
тельство может предотвратить когнитивные нару-
шения, риск развития которых также значителен 
у детей с РС [36–38].

В исследовании нами рассчитано значение 
сывороточного уровня гомоцистеина, соответ-
ствующее 95%-ному перцентилю для группы здо-
ровых детей (11,4 мкмоль/л). Этот уровень близок 
к концентрациям (10–11 мкмоль/л), которые при-
знаны Всемирной организацией здравоохранения 
как пограничные при диагностике заболеваний. 
Концентрация гомоцистеина 10,9 мкмоль/л была 
определена в работе Жлоба и Субботиной у паци-
ентов с гипертонической болезнью как уровень, 
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указывающий на наличие функционального де-
фицита фолатов без снижения их уровня в плазме 
крови [39].

Необходимо отметить, что в лабораторной 
практике обычно используют более широкие диа-
пазоны нормальных значений содержания гомоци-
стеина в крови – границы референтного интерва-
ла указывают в пределах от 4,44 до 13,56 мкмоль/л 
для женщин и от 5,46 до 16,2 мкмоль/л для муж-
чин. Такое определение максимальных значений 
диапазона обусловлено тем, что при концентрации 
в плазме, превышающей уровень 14–15 мкмоль/л, 
проявляется прямое токсическое действие гомоци-
стеина. Однако всё больший интерес у исследовате-
лей вызывает изучение механизмов и последствий 
умеренного повышения уровня гомоцистеина, не 
связанного с непосредственным повреждающим 
действием этой аминокислоты. Важно отметить 
также, что содержание гомоцистеина зависит от 
возраста, референтные интервалы для детей и 
подростков ниже, чем для взрослых – нормальным 
считается уровень 4,5–5 мкмоль/л и 6–7 мкмоль/л 
соответственно [40, 41].

Обобщая изложенные факты, стоит подчерк-
нуть, что механизмы повреждающего действия 
гомоцистеина на ЦНС включают различные пути. 
Прямое токсическое действие высоких концентра-
ций гомоцистеина связывают с его стимулирую-
щим влиянием на NMDA-рецепторы и чувстви-
тельностью нейронов к эксайтотоксичности [42]. 
Вазотоксическое влияние гомоцистеина способ-
ствует развитию эндотелиальной дисфункции и 
нарушению проницаемости гематоэнцефаличе-
ского барьера [43, 44]. В частности, этот механизм 
играет важную роль в инициации демиелини-
зирующего процесса при РС  [45, 46]. Не меньшее 
внимание тем не менее должно уделяться уме-
ренному повышению уровня гомоцистеина, яв-
ляющемуся маркером нарушений метаболизма 
одноуглеродных фрагментов и, в частности, мар-
кером нарушений фолатного обмена. Связанный с 
накоплением гомоцистеина дефицит метильных 
доноров, гипометилирование и, как следствие, 
нарушение процессов миелинизации и ремиели-
низации – один из ключевых механизмов, опосре-
дующих вовлечение фолатного обмена в патогенез  
демиелинизирующих заболеваний [47, 48].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные дают основание рассма-
тривать повышение уровня гомоцистеина как 
ранний маркер патологии при педиатрическом 
варианте РС. Важно, что гомоцистеин относится к 
так называемым потенциально модифицируемым 
факторам риска и его концентрация может быть 
нормализована назначением препаратов витами-
нов (в частности, В12, фолиевой кислоты), а также 
коррекцией пищевого рациона. Однако разработ-
ка алгоритмов коррекции должна проводиться с 
учётом обследования на наличие полиморфизмов 
генов MTHFR и MTR.
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ASSOCIATION OF INCREASED HOMOCYSTEINE LEVEL  
WITH IMPAIRED FOLATE METABOLISM AND VITAMINS B 
DEFICIENCY IN EARLY ONSET OF MULTIPLE SCLEROSIS

V. I. Lioudyno1*, E. A. Tsymbalova1, E. A. Chernyavskaya1, E. Y. Scripchenko2,  
G. N. Bisaga3, A. V. Dmitriev1, and I. N. Abdurasulova1

1 Federal State Budgetary Scientific Institution “Institute of Experimental medicine”,  
197022 Saint Petersburg, Russia; e-mail: vlioudyno@mail.ru

2 Federal State Budgetary Institution “Pediatric Research and Clinical Centre for Infectious Diseases” FMBA, 
197022 Saint Petersburg, Russia

3 Almazov National Medical Research Center, 197341 Saint Petersburg, Russia

The study analyzed the homocysteine, cyanocobalamin (vitamin B12), folic acid (vitamin B9) and pyri-
doxine (vitamin B6) levels in the blood of children with confirmed demyelinating lesions of the central 
nervous system. The genotypes of the main polymorphisms of the folate cycle genes such as C677T and 
A1298C of the MTHFR gene, A2756G of the MTR gene and A66G of the MTRR gene were determined. 
A comparison of the studied parameters was carried out for five groups: a control group – healthy chil-
dren under 18 years old, children at the onset of MS (with disease duration of no more than six months), 
healthy adults without neurological pathology, adult patients with MS at the onset stage of the disease 
and patients with long-term MS. A significant increase in homocysteine amount was revealed in chil-
dren at the onset of MS compared to healthy children of the corresponding age. A high predictive value 
of determining homocysteine levels in children has been established. It has been demonstrated that  
an increased above safe values level of homocysteine is not accompanied by the presence of a vitamin 
deficiency state, assessed by the amount of folic acid, vitamins B6 and B12 in the blood. The lack of 
correlation between laboratory signs of vitamin deficiency and homocysteine levels may be due to the 
carriage of polymorphic variants of folate cycle genes, and an increased homocysteine level should 
be considered as a marker of functional disorders of folate metabolism that accompany the onset of 
the pathological process in MS in children. The identified patterns can be used in the development of 
treating strategies and preventing of the demyelination process in children with multiple sclerosis.

Keywords: multiple sclerosis, homocysteine, folate metabolism



БИОХИМИЯ, 2024, том 89, вып. 3, с. 523 – 532

523

УДК 577.12

ПРОТЕКТИВНАЯ АКТИВНОСТЬ ИНАКТИВИРОВАННОЙ 
ВАКЦИНЫ ПРОТИВ БЕШЕНСТВА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

АДЪЮВАНТА НА ОСНОВЕ ФЛАГЕЛЛИНА

© 2024 О.О. Сокол1, Н.А. Никитин2*, Е.А. Евтушенко2, О.В. Карпова2, 
И.Н. Матвеева1,3, С.А. Гринь1, В.М. Попова1, И.В. Иванов1, Ю.Н. Федоров1, 

И.Ю. Литенкова3

1 Всероссийский научно-исследовательский  
и технологический институт биологической промышленности,  

141142 пос. Биокомбината, городской округ Лосино-Петровский, Московская область, Россия
2 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, биологический факультет, 

119234 Москва, Россия; электронная почта: nikitin@mail.bio.msu.ru
3 Щелковский биокомбинат,  

141142 пос. Биокомбината, городской округ Лосино-Петровский, Московская область, Россия

Поступила в редакцию 06.10.2023
После доработки 19.01.2024

Принята к публикации 01.03.2024

Бешенство является зоонозным заболеванием с высокой степенью летальности. Большинство 
случаев смерти людей связаны с укусами, полученными от собак и кошек. Вакцинация является 
наиболее эффективным методом профилактики заболевания бешенством как у животных, так 
и у людей. В этом исследовании оценивалась способность адъюванта на основе рекомбинант-
ного флагеллина Salmonella typhimurium повышать протективную активность инактивированной 
вакцины против бешенства у мышей. Для этого использовали серию инактивированной сухой 
культуральной вакцины для собак и кошек «Рабикан» (штамм «Щелково-51») с добавлением 
адъюванта в различных разведениях. Контрольным препаратом служила аналогичная серия 
инактивированной сухой культуральной вакцины без адъюванта. Протективную активность 
вакцинных препаратов оценивали методом NIH (NIH potency test), который является наиболее 
широко используемым и рекомендованным на международном уровне методом определения эф-
фективности для тестирования инактивированных вакцин против бешенства. Значение специ-
фической активности испытуемой антирабической вакцины при совместном введении с адъю-
вантом было значительно выше (48,69 МЕ/мл), чем у вакцины без адъюванта (3,75 МЕ/мл). Таким 
образом, рекомбинантный флагеллин можно рассматривать в качестве эффективного адъюванта 
в составе будущих вакцинных препаратов против вируса бешенства.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: бешенство, инактивированная вакцина, адъювант, флагеллин, специфиче-
ская активность, метод NIH.
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* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Бешенство  – чрезвычайно опасное вирусное 
заболевание млекопитающих и человека, харак-
теризующееся поражением центральной нервной 
системы с неизбежным смертельным исходом. 
Для борьбы с этим заболеванием используются 
антирабические вакцины, которые при введении 
животным должны обеспечить формирование 
напряженного и длительного иммунитета  [1]. 
Одним из наиболее важных показателей эффек-

тивности любого вакцинного препарата является 
специфическая активность, которая оценива-
ется на целевых животных. Учитывая особенно-
сти инфекции и сложности с учетом результатов 
контроля, для определения протективной актив-
ности антирабических вакцин in vivo на мышах 
используется классический метод, предложенный 
Национальным институтом здравоохранения 
США (National Institutes of Health test, NIH), реко-
мендуемый международными регулирующими 
органами OIE (Всемирная организация по охране 
здоровья животных) и Европейской фармакопе-
ей [2–3], в том числе отечественными стандартами 



СОКОЛ и др.524

БИОХИМИЯ том 89 вып. 3 2024

(ФС.3.3.1.0025.15; ГОСТ Р 55283-2012). Данный тест 
был разработан в США в  1953 г. и применяется в 
неизмененном виде по настоящее время практи-
чески всеми производственными и контрольными 
лабораториями во всех странах [4].

Совершенствование существующих инакти-
вированных вакцин и разработка современных 
субъединичных и ДНК-вакцин потребовали ис-
следований, направленных на поиск и конструи-
рование принципиально новых безопасных и 
эффективных адъювантов, способных повышать 
поствакцинальный иммунный ответ на вирусные 
патогены [5–12]. Также необходимы исследования 
действия различных адъювантов с целью совер-
шенствования имеющихся в настоящее время 
вакцин в направлении снижения затрат и/или 
повышения их эффективности, оптимизации 
дозы вакцины при одновременном повышении 
иммуногенности и уменьшения количества при-
вивок [13].

Предполагается, что основные причины не-
достаточной эффективности инактивированных 
вакцин против бешенства заключаются в их огра-
ниченной способности вызывать формирование 
длительного и напряженного клеточного имму-
нитета, стойкой иммунологической памяти, что 
требует необходимости в повторной вакцинации 
инфицированных животных  [14]. В  связи с этим 
разработка подходов к повышению эффективности 
вакцин против бешенства является актуальной, и 
одним из способов решения такой задачи может 
быть использование различных адъювантов. Не-
которые активно исследуемые адъюванты могут 
индуцировать ответ системы врожденного имму-
нитета путем регуляции экспрессии антигенов 
гистосовместимости (МНС), активировать анти-
генпрезентирующие клетки (АПК) с помощью ре-
цепторов распознавания молекулярных паттернов 
возбудителей (PRR), что приводит к развитию ло-
кального воспаления и последующему эффектив-
ному запуску адаптивных иммунных реакций [15]. 
Одним из таких адъювантов, широко использую-
щимся в современных исследованиях, является 
флагеллин, способный индуцировать усиленный 
антигенспецифический иммунный ответ [16–18]. 
Целью настоящего исследования являлось изуче-
ние протективных свойств рекомбинантного фла-
геллина RecFlic-FM из Salmonella typhimurium как 
адъюванта в составе инактивированной вакцины 
против бешенства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Вирусы и вакцины. Референтный штамм 
вируса бешенства «CVS» (Challenge Virus Standard) 
был предоставлен референтным центром по 

бешенству OIE Nancy Laboratory for Rabies and 
Wildlife ANSES (Франция).

В работе использовали антирабическую ин-
активированную сухую культуральную вакцину 
для собак и кошек «Рабикан» (из штамма «Щел-
ково-51») производства ФКП «Щелковский био-
комбинат» (серия 1020, 12.01.2021 г.) и националь-
ную стандартную (референс-) вакцину, имеющую 
специфическую активность, равную 5,2 МЕ/мл: 
отраслевой стандартный образец антирабической 
вакцины (СТО-00494189-0042-2010 ФКП «Щелков-
ский биокомбинат»). Референс-вакцина откали-
брована по международному стандарту, и оценка 
ее эффективности (МЕ/мл) проведена с использо-
ванием теста NIH [2], в сравнении с партией ме-
ждународного биологического эталонного препа-
рата (BRP) №5 [19], предоставленной Европейским 
директоратом по качеству лекарств, как описано в 
монографии Европейской фармакопеи [20].

Антирабическая инактивированная сухая 
культуральная вакцина для собак и кошек из 
штамма «Щелково-51» представляет собой инак-
тивированный β-пропиолактоном вирус бешен-
ства штамма «Щелково-51», лиофилизированный 
в защитной среде с добавлением 33,3% сахароза-
пептон-желатинового стабилизатора. Специфиче-
ская активность – 3,7 МЕ/мл.

Адъювант. Рекомбинантный флагеллин из 
S. typhimurium (RecFlic-FM) любезно предостав-
лен ООО «Фирн М» (пос. Оболенское, Россия). Это 
рекомбинантный белок флагеллина, кодируемый 
геном fliC из грамотрицательных бактерий S. ty
phimurium. Рекомбинантный флагеллин наработан 
в клетках Escherichia coli и очищен с применени-
ем аффинной хроматографии, как описано ранее   
[21] (производственная серия  №5 от  15.02.2021 г. 
(«Фирн М», Россия)).

Для получения вакцинного кандидата к 20 мкг 
адъюванта «RecFlic-FM» добавляли простым сме-
шиванием 1 мл инактивированной культуральной 
вакцины против бешенства штамма «Щелково-51» 
для собак и кошек.

Электронная микроскопия. Образцы для элек-
тронной микроскопии были приготовлены соглас-
но стандартной процедуре [22] с помощью 2%-ного 
водного раствора уранилацетата в качестве кон-
трастирующего агента. Микрофотографии были 
получены с использованием просвечивающего 
электронного микроскопа JEOL JEM-1400 («JEOL», 
Япония) с ускоряющим напряжением 80 кВ. Ана-
лиз размеров частиц проводили с помощью про-
граммного обеспечения ImageJ (NIH, США).

Животные. В экспериментах использовали 
самцов мышей Balb/c массой 13–15 г, возрастом не 
менее 3 недель (всего в экспериментах участвова-
ло 280 животных). Мышей обеспечивали кормом 
и водой неограниченно и содержали группами 
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по 8 животных. За всеми животными проводили 
ежедневное наблюдение на протяжении всего пе-
риода эксперимента.

Все эксперименты in vivo проводили в соот-
ветствии с регламентом 2010/63/CE Европейского 
парламента и Совета ЕС от 22 сентября 2010 г. о за-
щите животных, используемых в научных целях, 
руководством по уходу и использованию лабора-
торных животных и в соответствии с Этическим 
кодексом российского ветеринара, рекомендо-
ванным на XIII  Московском международном ве-
теринарном конгрессе Российской ассоциации 
ветеринаров мелких животных в  апреле  2005 г.  
(Москва, Россия)  [3]. Все эксперименты были  
одобрены комитетом по этике ФГБНУ ВНИТИБП,  
№ 10-01 от 13.11.2021 г.

Оценка заражающей дозы вируса бешен-
ства. Оценку титра стандарта вируса осуществля-
ли после внутримозгового заражения 4-х групп 
мышей (по  10  животных в каждой группе): по 
0,03 мл штамма вируса бешенства «CVS» (рабочее 
разведение) – мышам первой группы, а далее 1 : 10, 
1 : 100, 1 : 1000. Титр вируса рассчитывали по ме-
тоду Reed и Muench [23] и выражали в lg ЛД50/мл.

Метод NIH. Эталонную вакцину (Нацио-
нальная антирабическая референс-вакцина, 
СТО-00494189-0042-2010, специфическая актив-
ность – 5,2 МЕ/мл), вакцину «Рабикан» и вакцин-
ные кандидаты, содержащие адъювант, последова-
тельно разбавляли PBS до 1 : 5, 1 : 25, 1 : 125, 1 : 625, 
1 : 3125, согласно стандартному протоколу [24]. Все 
препараты вводили внутрибрюшинно 16 мышам 
дважды с интервалом в 7 дней. Через 7 дней после 
последней иммунизации мышам вводили вирус 
бешенства «CVS» 5–50  ЛД50 в дозе 0,03 мл и вели 
наблюдение в течение 14 дней. Учитывали случаи 
смерти мышей через 5 и 14 дней после заражения.

Случаи гибели мышей от бешенства в течение 
экспериментального периода регистрировали как 
специфические обнаружением в мазках-отпечат-
ках головного мозга яркого зеленого свечения в 
реакции иммунофлюоресценции.

Расчет 50%-ной эффективной дозы (ЭД50, 50%-ное 
конечное разведение) вакцины проводили по ме-
тоду Cпирмена–Кербера в модификации Ашма-
рина–Воробьева  [25]. Для расчета специфической 
активности использовали следующую формулу:

Специфическая активность = А/В × Y,

где А  – обратная величины 50%-ного конечного 
разведения испытуемой вакцины; В  – обратная 
величина 50%-ного конечного разведения рефе-
ренс-вакцины; Y – специфическая активность на-
циональной референс-вакцины (5,2 МЕ/мл).

Реакция иммунофлюоресценции. Обнару-
жение антигенов бешенства в головном мозге 

мышей проводили путем постановки реакции 
прямой иммунофлюоресценции, как описано ра-
нее [26, 27]. Кратко, по 5 мазков для каждой погиб-
шей мыши готовили из объединенного образца 
ткани головного мозга животных. Оттиски суши-
ли при комнатной температуре и фиксировали 
в холодном ацетоне при –20 °С в течение 30 мин. 
Затем предметные стекла сушили на воздухе, 
и каждый оттиск окрашивали, добавляя 50 мкл 
поликлональных антител к нуклеокапсиду виру-
са бешенства, конъюгированных с флуоресцеин 
изотиоцианатом (#357-2112; «Biorad», Франция), в 
течение 30 мин при 37 °C в камере с высокой влаж-
ностью. Предметные стекла изучали при увеличе-
нии 200× с помощью флуоресцентного микроскопа 
«Olympus  IX51» («Olympus», Япония), оборудован-
ного цифровой цветной камерой CMOS  5 Мпикс 
и адаптером 0,35 С-mount («ToupTek», Китай).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для оценки возможности повышения про-
тективной активности коммерческой инакти-
вированной вакцины против вируса бешенства 
использовали рекомбинантный флагеллин из S. ty
phimurium RecFlic-FM. Результаты оценки подлин-
ности и чистоты препарата с помощью электрофо-
реза в 13%-ном ДСН-ПААГ представлены на рис. 1.

Анализ рекомбинантного флагеллина 
RecFlic-FM методом электрофореза подтвердил 
подлинность (51 кДа) и чистоту используемого в 
исследованиях адъюванта. Микроскопический 
анализ препарата флагеллина продемонстриро-
вал наличие протяженных нитей диаметром око-
ло 18 нм.

Для оценки титра штамма вируса бешенства 
«CVS», используемого в дальнейших эксперимен-
тах по заражению животных, согласно прото-
колу  NIH, вирус титровали на мышах за день до 
начала эксперимента по оценке протективной 
активности кандидатной вакцины  [28]  (рис. 2). 
Почти все мыши в группах, где применили для 
заражения вирус в рабочем разведении и 1 : 10, 
погибли. Установлено, что титр вируса бешенства 
«CVS» составил 40  ЛД50/0,03 мл и обеспечивал ги-
бель мышей от бешенства (табл. 1), что достаточно 
для определения протективности вакцинного пре-
парата [2].

Согласно протоколу  NIH, мыши, павшие в 
срок до  5  дней после контрольного заражения, 
регистрируются как неспецифические послед-
ствия (не в результате инфекции вирусом бешен-
ства), о чем свидетельствовало отсутствие яркого 
зеленого свечения в мазках-отпечатках головного 
мозга мышей в реакции иммунофлюоресценции 
(рис. П1 в Приложении). Такие мыши исключаются  
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Рис. 1. Анализ препарата рекомбинантного флагеллина RecFlic-FM. а – Электрофоретический анализ в 13%-ном 
ДСН-ПААГ, окрашивание в Кумасси G-250; дорожки: М  – маркеры молекулярной массы белков, кДа («Thermo 
Fisher Scientific», США), 1–5  – RecFlic-FM в концентрации 1, 0,5, 0,25, 0,1 и 0,05 мг/мл соответственно. б  – Про-
свечивающая электронная микроскопия, контрастирование 2%-ным водным раствором уранилацетата;  
размер метки – 1 мкм

Рис. 2. Схематическое изображение эксперимента по оценке титра ЛД50 вируса бешенства штамма «CVS»

Таблица 1. Определение титра вируса бешенства штамма «CVS»

Количество 
мышей Разведение Доза вируса (мл),  

интрацеребрально
Количество погибших мышей lg титра 

ЛД50/0,03 млна 5 д.п.и. на 14 д.п.и.

10 1 : 1

0,03

1 8

1,6
10 1 : 10 0 9

10 1 : 100 0 2

10 1 : 1000 1 1
Примечание. д.п.и. – день после инфекции.

при оценке эффективности вакцинных компози-
ций (ЭД50 и специфической активности (МЕ/мл)).

Для получения вакцинных кандидатов ис-
пользовали серию инактивированной культу-

ральной вакцины против бешенства штамма 
«Щелково-51» с добавлением нового адъюванта 
«RecFlic-FM» – 20 мкг на дозу вакцины. Контроль-
ным препаратом служила коммерческая инакти-
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Рис. 3. Схематическое изображение эксперимента по оценке протективной активности инактивированной вак-
цины против вируса бешенства, содержащей флагеллин в качестве адъюванта; д.п.и. – день после инфекции

вированная сухая культуральная вакцина для со-
бак и кошек «Рабикан» (штамм «Щелково-51») без 
адъюванта (рис. 3).

Используя данные анализа протективной ак-
тивности вакцинного кандидата, была построена 
диаграмма, демонстрирующая соотношение про-
цента выживших иммунизированных животных 
после заражения вирусом бешенства «CVS» в за-
висимости от разведения вакцинных препаратов 
(рис. П1 в Приложении). Как видно из рис. П1, на-
чиная с разведения 1 : 625, выживаемость в груп-
пе, иммунизированной инактивированной анти-
рабической вакциной «Рабикан», сопоставима с 
выживаемостью в группе, иммунизированной 
Национальной референс-вакциной. В то же время 
вакцинный кандидат, состоящий из инактивиро-
ванной вакцины в смеси с адъювантом RecFlic-FM, 
уже начиная с разведения  1 : 25, демонстрирует 
более высокий процент выживших животных на 
14 день после заражения.

ЭД50 для референс-вакцины и вакцины «Ра-
бикан» было определено путем экстраполяции 
по методу Cпирмена–Кербера в модификации 
Ашмарина–Воробьева  [25]. В  случае группы «Ра-
бикан» + RecFlic-FM (20 мкг/доза) в применении 
методов экстраполяции не было необходимости, 
так как 50%  животных умерло при разведении 
1 : 3125; соответственно, это разведение и являет-
ся ЭД50 для данного вакцинного кандидата (табл. 2; 
рис. П1 в Приложении).

Анализ специфической активности методом 
NIH показал, что флагеллин повышает протектив-
ные свойства российской антирабической вакци-
ны «Рабикан», состоящей из инактивированных 

вирионов бешенства. Показано, что добавление 
флагеллина к препарату «Рабикан» приводит к 
возрастанию специфической активности в 13 раз.

Для подтверждения причины гибели мышей 
от бешенства, начиная с пятого дня после инфек-
ции, применяли тест с использованием специфи-
ческих диагностических иммуноглобулинов  IgG, 
конъюгированных с флуоресцеин изотиоциана-
том (реакция прямой иммунофлуоресценции). 
Для этого изучали патологический материал моз-
га, собранный от мышей, зараженных суспензией 
вируса бешенства штамма «CVS» (n = 100), и от 
иммунизированных мышей всех эксперименталь-
ных групп, павших после контрольного заражения 
(n = 275) (рис.  SП2–П5  в  Приложении). На  основа-
нии полученных данных было подтверждено, что 
все смерти были результатом инфекции вирусом 
бешенства.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Успех борьбы с бешенством в эндемичных ре-
гионах возможен при условии наличия эффектив-
ной вакцины и своевременной диагностики. Оцен-
ка эффективности антирабических препаратов 
является предметом многолетних исследований, 
выбор единого метода для контроля разных типов 
антирабических вакцин остается актуальной про-
блемой. Более полувека решающая роль в оценке 
протективности и безопасности вакцин была от-
ведена методам in vivo, которые наиболее прямым 
и надежным способом демонстрировали способ-
ность тестовых вакцин защищать животных [29].  
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Таблица 2. Анализ протективной активности вакцинных препаратов против вируса бешенства методом NIH

Вакцина/адъювант
Объем 
пробы 

(мл)
Разведение 

вакцины

Количество мышей
ЭД50

Специфическая 
активность  

(МЕ/мл)Всего Выжили 
на 5 д.п.и.

Выжили 
на 14 д.п.и.

Национальная  
референс-вакцина 0,5

1 : 5 16 15 15

1 : 334 5,2

1 : 25 16 14 12

1 : 125 16 15 8

1 : 625 16 14 6

1 : 3125 16 14 4

Вакцина  
«Рабикан»  
(контроль)

0,5

1 : 5 16 15 12

1 : 241 3,75

1 : 25 16 15 10

1 : 125 16 16 12

1 : 625 16 15 6

1 : 3125 16 14 4

«Рабикан» + 
RecFlic-FM  
(20 мкг/доза)

0,5

1 : 5 16 14 14

1 : 3125 48,69

1 : 25 16 16 16

1 : 125 16 13 11

1 : 625 16 14 9

1 : 3125 16 14 7
Примечание. д.п.и. – день после инфекции.

Однако тестирование каждой производственной 
партии вакцины против бешенства на предпо-
лагаемых целевых видах требует значительных 
затрат и методических решений.

Разработанный в 1953 г. тест Национального 
института здоровья (NIH) был рекомендован на 
международном уровне и широко применялся 
для серийного тестирования инактивированных 
антирабических вакцин во всем мире. Учитывая 
смертельную опасность бешенства для человека, 
ВОЗ и Европейская фармакопея по-прежнему тре-
буют проведения теста  NIH для оценки эффек-
тивности инактивированных вакцин, несмотря 
на некоторые недостатки: применение инфек-
ционного вируса бешенства для заражения; тре-
бование технических навыков и строгих мер 
биобезопасности, а также продолжительность ис- 
пытания [20].

До настоящего времени ведется интенсивный 
поиск безопасного, эффективного адъюванта для 
вакцин против бешенства. Гидроксид алюминия, 
как часто применяемый адъювант, усиливает гу-
моральный ответ к вакцине против бешенства, но 
задерживает раннюю выработку антител, что не-
благоприятно для профилактики бешенства  [30]. 
Также выявленные эффекты по снижению ста-
бильности антигенов и высокой реактогенности 

приводят к отказам от использования соединений 
на основе алюминия в качестве компонентов вак-
цин  [31–33]. Однако, например, в Китае с  2005 г. 
уже введен запрет на использование гидроксида 
алюминия в качестве адъюванта для вакцины 
против бешенства у людей  [34]. В  составе инак-
тивированной антирабической вакцины КОКАВ 
(«Микроген», Россия) продемонстрирован имму-
ноадъювантный эффект таких рекомбинантных 
цитокинов, как интерлейкин-1β и фактор некроза 
опухоли-α. При этом развитие иммунного ответа 
сопровождалось формированием высокого уров-
ня вируснейтрализующих антител [35]. В другом 
исследовании было показано, что адъювант PIKA 
в составе антирабической вакцины действовал 
через Толл-подобный рецептор 3 (TLR-3) и другие 
клеточные пути, усиливая презентацию антигена 
антигенпрезентирующими клетками и индуцируя 
выработку провоспалительных цитокинов  [36]. 
В  качестве адъюванта для инактивированной 
вакцины против бешенства были также исполь-
зованы структурно модифицированные вирусы 
растений, эффективность которых была также 
исследована методом  NIH и была сопоставима 
с неполным адъювантом Фрейнда [37].

Флагеллин обладает потенциалом для при-
менения в качестве вакцинного адъюванта  [38]. 
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Флагеллин распознается поверхностно локали-
зованными Toll-подобными рецепторами пятого 
типа  (TLR-5), экспрессируемыми на дендритных 
клетках, моноцитах, макрофагах, нейтрофилах, 
лимфоцитах, NK-клетках, эпителиальных клет-
ках и стромальных клетках лимфатических узлов. 
Активация этих типов клеток флагеллином или 
вакцинами на основе флагеллина приводит к 
индукции цитокинов и хемокинов, которые спо-
собствуют активному привлечению Т- и В-лимфо-
цитов в дренирующие клетках лимфатических 
узлов и, таким образом, увеличивает шансы анти-
генспецифичных лимфоцитов столкнуться с анти-
генами  [39]. В  ряде исследований показано, что 
флагеллин может действовать как эффективный 
адъювант в вакцинах против гриппа и вируса 
лихорадки Западного Нила [40–42]. Предпринима-
лись попытки оценить адъювантные свойства 
флагеллина при применении в составе вакцины 
против бешенства, однако анализ эффективности 
такой комбинации методом  NIH не проводился. 
Тем не менее авторы отметили перспективность 
использования флагеллина при разработке эффек-
тивных вакцин против бешенства [43]. В частно-
сти, были изучены иммуноадъювантные свойства 
трех рекомбинантных белков на основе флагелли-
на из S. typhimurium (FljB, FliC и FljB′–FliC) в компо-
зиции с инактивированной цельновирионной вак-
циной против бешенства (WKRV). В экспериментах 
на мышах линии BALB/c адъювант FljB вызывал 
более сильные гуморальные и клеточные иммун-
ные реакции по сравнению с WKRV в отдельности 
или в композиции с FliC или FljB′–FliC [43].

В данной работе мы оценивали способность 
рекомбинантного флагеллина в составе инакти-
вированной вакцины стимулировать иммунный 
ответ in vivo. Оценивая полученные результаты, 
можно сделать заключение о том, что инактиви-
рованная вакцина, содержащая рекомбинантный 
флагеллин, может быть использована в качестве 
эффективного препарата для вакцинации против 
вируса бешенства животных, поскольку обладает 

более высокой протективной активностью в срав-
нении с используемыми вакцинами. Такая вакцина 
может быть дополнительно разведена или может 
быть использована в меньшей дозе для достижения 
минимальной эффективности, необходимой для 
вакцинации животных (до 2 МЕ/мл), что позволит 
проводить вакцинацию с меньшими затратами.

Полученные результаты подтверждают воз-
можность получения эффективной инактивиро-
ванной вакцины против бешенства при приме-
нении адъюванта на основе рекомбинантного 
флагеллина, а также показывают перспективность 
последнего по использованию в составе вакцин, 
направленных против других патогенов.
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PROTECTIVE ACTIVITY OF INACTIVATED RABIES VACCINE  
USING FLAGELLIN-BASED ADJUVANT

O. O. Sokol1, N. A. Nikitin2*, E. A. Evtushenko2, O. V. Karpova2, I. N. Matveeva1,3, 
S. A. Gryn1, V. M. Popova1, I. V. Ivanov1, Y. N. Fedorov1, and I. Y. Litenkova3

1 All-Russian Scientific Research and Technological Institute of Biological Industry,  
141142 Biocombinat, Moscow Region, Russia

2 Biology faculty, Lomonosov Moscow state University,  
119234 Moscow, Russia; e-mail: nikitin@mail.bio.msu.ru

3 Shchelkovo Biocombinat Federal State Enterprise, 141142 Biocombinat, Moscow Region, Russia

Rabies is a zoonotic disease with a high degree of lethality. Most human deaths are related to bites re-
ceived from dogs and cats. Vaccination is the most effective method of preventing rabies disease in both 
animals and humans. In this study, the ability of an adjuvant based on recombinant Salmonella typh-
imurium flagellin to increase the protective activity of an inactivated rabies vaccine in mice was eval-
uated. A series of inactivated dry culture vaccine for dogs and cats “Rabikan” (strain “Shchelkovo-51”) 
with the addition of an adjuvant in various dilutions were used. The control preparation was a similar 
series of inactivated dry culture vaccine without an adjuvant. The protective activity of vaccine prepa-
rations was evaluated by the NIH potency test, which is the most widely used and internationally rec-
ommended method of determining the effectiveness for testing inactivated rabies vaccines. The value 
of the specific activity of the tested rabies vaccine when co-administered with an adjuvant was signifi-
cantly higher (48.69 IU/ml) than that of the vaccine without an adjuvant (3.75 IU/ml). Thus, recombinant 
flagellin can be considered as an effective adjuvant in the composition of future vaccine preparations  
against rabies virus.

Keywords: rabies, inactivated vaccine, adjuvant, flagellin, specific activity, NIH-test
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