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Эволюция крупных таксонов часто связана с появлением новых генных семейств. У всех много-
клеточных животных, кроме губок и гребневиков, в геноме присутствуют Hox-гены  – важней-
шие регуляторы развития. Каноническая функция Hox-генов состоит в коллинеарном паттерни-
ровании отделов тела билатеральных животных. Эта общая функция реализуется при помощи 
сложных, тонко скоординированных механизмов, не все из которых эволюционно консерва-
тивны и до конца понятны. Мы полагаем, что появлению этой регуляторной сложности пред-
шествовал этап кооперации между более древними морфогенетическими программами или  
их отдельными элементами. Следы этих программ могут присутствовать у современных живот-
ных для реализации неканонических Hox-функций. Неканонические функции Hox-генов на-
целены на поддержание терминальной специфичности нервных клеток, аутофагию, оогенез, 
догаструляционный эмбриогенез, передачу сигналов путём вертикального переноса и ряд обще-
биологических процессов. Эти функции реализуются при помощи базовых свойств гомеодомен-
ного белка и могли стать триггером для эволюции ParaHoxozoa, а затем и Nephrozoa. В нашем 
обзоре рассмотрены некоторые из них.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гомеодомен, ANTP, Hox-гены, неканонические функции Hox-генов, Metazoa, 
ParaHoxozoa, Nephrozoa, нейрогенез, аутофагия в развитии, оогенез, вертикальный сигналинг.

DOI: 10.31857/S0320972524060012 EDN: XMVUUG

Принятые сокращения: ANTP – Antennapedia; GRN – 
генная регуляторная сеть; Hox – Homeotic Homeobox; 
Ubx – Ultrabithorax.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

История возникновения многоклеточных 
животных прочно связана с появлением ново-
го класса транскрипционных факторов  – ANTP 
(Antennapedia), принадлежащего к суперклассу 
гомеодоменных белков  [1]. Быстрая структурная 
и функциональная эволюция генов ANTP приве-
ла к появлению самой многочисленной и разно-
образной клады животного мира, которую сейчас 
называют ParaHoxozoa  [2]. В эту кладу входит 
приблизительно 7 млн видов билатеральных жи- 
вотных (Bilateria), примерно 10  тысяч видов ки-
шечнополостных (Cnidaria) и несколько видов 
пластинчатых (Placozoa). Название клады указы-

вает на эволюционную границу внутри Metazoa, 
которая обособляет таксоны с Hox/ParaHox-генами 
(Hox – Homeotic Homeobox) от гребневиков и губок, 
у которых этих генов нет  [2–5].

Hox-гены были первыми генами, для кото-
рых показали участие в развитии и эволюции [6]. 
Их открытие привело к появлению новой науки – 
эволюционной биологии развития (EvoDevo), и 
сделало Hox-гены самой изучаемой группой среди 
всех гомеобоксных генов у животных. Гомеобокс – 
консервативный участок первичной последова-
тельности, который кодирует ДНК-связывающий 
мотив гомеодомен, нужный Hox-белку для взаимо-
действия с энхансерами подконтрольных генов-
мишеней [7, 8]. Hox-гены организованы в кластер, 
т.е. физически сцеплены. Традиционно их подраз-
деляют на 9 паралогических групп (PG1–8 и PG9/14). 
Принцип классификации по паралогическим 
группам основан на различиях в последователь-
ностях Hox-белков и их относительных позициях 
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в кластерах. Уровень эволюционной консерватив-
ности внутри паралогической группы (например, 
между lab (PG1) мухи и Hox1 (PG1) ланцетника) 
всегда выше, чем по сравнению с геном вне неё 
(между lab (PG1) и pb (PG2) мухи). В целом, струк-
турная экспансия Hox-кластера и формирование 
большинства паралогических групп произошли 
до появления трёх крупных клад Bilateria  [9,  10].

Главная черта Hox-кластера  – способность к 
коллинеарной экспрессии. Коллинеарность  – это 
соответствие между расположением генов на 
хромосоме и порядком их экспрессии вдоль пе-
редне-задней оси тела [11, 12]. Чем ближе Hox-ген 
к 3′-концу кластера, тем ближе к переднему концу 
эмбриона он будет работать. Такую коллинеар-
ность называют пространственной. Коллинеар-
ность также может быть временной (темпораль-
ной), когда гены экспрессируются последовательно 
во времени, начиная с 3′-конца кластера  [13].

Кластер Hox-генов  – результат тандемных 
cis-дупликаций предковой последовательности, 
начиная с единственного прото-Hox-гена, который 
принадлежал к семейству NK [14, 15]. Это событие 
произошло до того, как образовались сестринские 
ветви Bilateria и Cnidaria, потому что Hox-гены, 
принадлежащие к паралогическим группам PG1, 
PG2 и PG4/14, уже есть в обеих ветвях [16]. Эти па-
ралогические группы появились в результате ди-
версификации cis-дупликатов по двум сценариям: 
неофункционализации и субфункционализации.  
В первом случае копия приобретает новую функ-
цию, а во втором – предковая функция разделяется 
между копиями  [17]. Кластер может быть целым 
(компактным или релаксированным) или содер-
жать перестройки и разрывы (поломки), вплоть 
до полной атомизации  [18–21]. Целостность Hox-
кластера принципиальна для поддержания тем-
поральной коллинеарности, но не важна для про-
странственной  [22].

Парадоксальным образом Hox-гены одновре-
менно консервативны и функционально плас-
тичны. Они универсальны на этапе становления 
билатерального плана организации и видоспе-
цифичны на уровне локальных паттернов, на-
пример, при формировании щетинок на ногах у 
разных видов Drosophila  [23]. Это системное свой-
ство известно как масштабируемость. В случае 
Hox-генов оно проявляется на онтогенетическом 
и филогенетическом уровнях.

Ошеломляющее многообразие билатераль-
ных животных  – результат быстрой эволюции 
программ развития, одновременно устойчивых и 
пластичных. Билатеральные животные сохраняют 
общий план организации за счёт консервативных 
участников и «участков» генных регуляторных 
сетей, которые начинают работать вскоре после 
завершения дробления и нужны для регионализа-

ции и паттернирования. Особенно ярко это видно 
на примере позвоночных и других сегментирован-
ных животных, для которых выделяют филотипи-
ческий период или стадию «зоотипа»  [24]. В  этот 
период представители одного типа (или подтипа) 
максимально похожи друг на друга морфологи-
чески (например, все позвоночные на стадии 
фарингулы). На уровне молекулярной регуляции 
сходство ещё шире, поскольку сегментированные 
животные из разных типов (позвоночные, члени-
стоногие, аннелиды) незадолго до или во время 
гаструляции начинают упорядоченно экспресси-
ровать Hox-гены  [25–27]. Графическое выражение 
концепции зоотипа – песочные часы, где уровень 
перетяжки соответствует началу коллинеарной 
транскрипции Hox-кластеров вдоль передне-зад-
ней оси тела. Такая экспрессия концептуально 
сходна у любых сегментированных Bilateria, не-
смотря на существенные различия в механизмах 
реализации. Hox-белки детерминируют судьбу 
клеток в широких пространственных доменах 
эмбриона вдоль передне-задней оси тела. В этот 
ранний период их мишенями становятся гены 
сигнальных путей и факторов транскрипции, на-
боры которых будут качественно и количественно 
различаться в зависимости от Hox-кода. Такая раз-
ница в  конечном счёте приведёт к морфологиче-
ским и функциональным различиям между участ-
ками эмбриона.

Эту функцию традиционно рассматривают как 
базовую, то есть каноническую. Именно её под-
разумевают, когда речь заходит о роли Hox-генов 
в развитии, и для этого есть несколько причин. 
Во-первых, животные, у которых мы наблюдаем 
раннюю коллинеарную транскрипцию Hox-генов 
в широких пространственных доменах (т.е. регио-
нализующую функцию), принадлежат к трём над-
типам – Deuterostomia, Ecdysozoa и Lophotrochozoa, 
которые объединяются в кладу Nephrozoa. Вероят-
ность того, что такая функция Hox-генов возникла 
в этих группах независимым (конвергентным) 
образом, выглядит ниже вероятности её прямого 
наследования от общего предка всех Nephrozoa. 
Во-вторых, последовательная во времени ранняя 
активация генов Hox-кластера всегда связана с 
регионализацией, а такой способ включения зави-
сит от целостного или минимально повреждён-
ного кластера  [22,  28]. Если структура кластера 
определяет его регионализующую функцию и при 
этом целый кластер априори считается первич-
ным, то логично предположить, что и сама эта 
функция неразрывно связана с возникновением 
Hox-кластера.

Узкое место в «песочных часах»  – показа-
тель отсутствия изменчивости, доступной для 
отбора, поэтому можно смело говорить, что ра-
бота Hox-генов определяет план организации, 
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по  крайней  мере, сегментированных Bilateria. 
Однако при таком подходе остаются неразреши-
мые вопросы к начальным этапам эволюции си-
стемы. Координированная во времени и простран-
стве ранняя векторная экспрессия Hox-кластеров 
выглядит очень сложной. Трудно представить 
начальные и промежуточные шаги, сформировав-
шие эту гиперсеть. Кроме того, если каноническая 
функция Hox-генов первична, то последний общий 
предок Nephrozoa – сложное животное, не уступа-
ющее по уровню организации ланцетнику, дрозо-
филе или платинереису, что уводит нас к старому 
парадоксу о неупрощаемой сложности. Возможно, 
среди множества функций Hox-генов, которые не 
входят в число канонических, существуют такие, 
которые дают подсказку о первичном состоянии 
Hox-регуляции в линии ParaHoxozoa и её после-
дующей эволюции. В нашем обзоре рассмотрены 
некоторые из них.

HOX-ГЕНЫ И НЕЙРОГЕНЕЗ

Чем древнее признак, тем с большей вероят-
ностью его можно встретить у филогенетически 
удалённых друг от друга потомков вида, который 
этот признак приобрёл. Впервые идею о том, что 
анцестральная функция Hox-генов  – паттерниро-
вание нервной системы, высказал Хорди Гарсиа 
Фернандес [29], и не без основания. Если вынести 
за скобки каноническую функцию Hox-генов, то 
остаётся самая распространённая и самая устой-
чивая к поломкам функция – контроль над нейро-
генезом  [30–32]. Контроль сохраняется даже у тех 
животных, которые отказались от ранней регио-
нализующей функции (пиявки, аппендикулярии, 
коловратки) или используют её в отрыве от спе-
цификации передне-задней оси (моллюски) [19–21, 
33–36]. Примечательно, что у большинства изучен-
ных моллюсков именно в ганглиях нервной систе-
мы прослеживаются признаки Hox-коллинеарно-
сти  [21, 35, 36].

Современные экспериментальные методы 
позволяют локально включать или выключать 
избранные гены на разных стадиях развития мо-
дельных животных (нематода, дрозофила, мышь). 
Эти эксперименты обнаружили важную законо-
мерность. Оказалось, что Hox-гены не просто опре-
деляют клеточные территории, в которых закла-
дываются нейробласты. Они контролируют пути 
их дифференцировки и, что особенно любопытно, 
устанавливают терминальную специфичность 
зрелых постмитотических нейронов  [32]. Терми-
нальная специфичность (neuronal terminal identity) 
приводит нейрон к функциональному состоянию. 
Он начинает формировать нейриты, синтезиро-
вать нейропептиды, белки, необходимые для про-

изводства нейротрансмиттеров, рецепторы к ним 
и компоненты ионных каналов. Все эти и многие 
другие изменения в постмитотических нейронах 
происходят за счёт не родственных друг другу 
регуляторных белков, которые называются тер-
минальными селекторами. Один из таких селек-
торов у нематоды Caenorhabditis elegans – Unc-3 (ор-
толог EBF/Olf/Collier)  – определяет терминальную 
дифференцировку холинергических двигательных 
нейронов (мотонейронов). Белок Unc-3 напрямую 
связывается с цис-регуляторными сайтами генов 
биосинтеза ацетилхолина, ионных каналов и мно-
жества других генов, но работает он не один, а 
в содружестве с разными Hox-белками, которые 
действуют как его кофакторы. Разные Hox-белки 
(в зависимости от участка тела) задают разницу 
в количестве и длине нейритов, синаптических 
связях и электрической активности мотонейро-
нов. Эта общая схема справедлива и для других 
типов нейронов (сенсорных, двигательных и про-
межуточных) с другими терминальными селекто-
рами [37]. Важно, что Hox-белки нужны червю не 
только для верной настройки нейрона в момент 
его терминальной дифференцировки, но и для 
его дальнейшей работы. Показано, что Hox-белок 
C.  elegans Lin-39 (PG4/5) необходим во взрослой 
жизни для поддержания терминальной специ-
фичности подконтрольных мотонейронов [38, 39].

Нематода просто устроена, и у взрослого чер-
вя (гермафродита) всего 302 зрелых нейрона  [40]. 
Мозг взрослой Drosophila содержит порядка 
200  тыс. нервных клеток  [41], но их дифференци-
ровка, нацеленность на мишени и количество 
синапсов определяются сходными процессами. 
Нейробласты мухи приобретают уникальные судь-
бы под действием Hox-белков  [42], и, что более 
удивительно, под Hox-контролем находится фор-
мирование нервно-мышечных синапсов  [31,  43]. 
Существует гипотеза, согласно которой сборка 
синаптического контакта между нейроном и мы-
шечной клеткой возможна в том случае, если они 
экспрессируют один и тот же Hox-белок (или на-
бор Hox-белков). Это справедливо по крайней мере 
для одной модельной системы, где Hox-белок Dfd 
(PG4) напрямую включает экспрессию анкирина 
(Ankyrin2-XL; синаптический белок) и выключает 
экспрессию Con (адгезивный белок, селективно 
работающий в нейромышечных синапсах друго-
го типа) в мотонейронах и мышцах, которые они 
иннервируют  [43].

Наконец, у Drosophila описан тип нейронов 
(leucokinergic neurons), для которых Hox-белки из 
комплекса BX-C (Ubx (Ultrabithorax), abd-A (abdom
inal A), Abd-B (abdominal B)) являются прямыми 
терминальными селекторами, поскольку вклю-
чают (Ubx, abd-A) и выключают (Abd-B) синтез 
нейропептида лейкокинина  [44].
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Не вдаваясь в подробности, заметим, что у 
млекопитающих (мышь, человек) обнаружены 
принципиально сходные правила установления 
пронейральных территорий, дифференцировки 
нейронов и их постмитотических настроек под 
контролем Hox-генов  [30]. Показано, что у млеко-
питающих тоже есть Hox-белки, которые работают 
терминальными селекторами мотонейронов [45] и 
нужны во взрослом состоянии. Развитие заднего 
мозга контролируют 24  Hox-гена, и они продол-
жают работать в сформированном мозге взрослых 
мышей [46]. Развитие переднего мозга у позвоноч-
ных  – Hox-независимый процесс. Тем удивитель-
ней, что в постнатальном неокортексе и таламу-
се мыши начинают экспрессироваться Hox-гены 
из нескольких передних паралогических групп 
(PG1,  3-5)  [46].

Итак, современные экспериментальные дан-
ные, полученные на разных модельных живот-
ных, подводят нас к мысли, что предковая функ-
ция Hox-генов  – терминальная дифференцировка 
нейронов, вероятнее всего двигательных. У этой 
гипотезы есть сильная теоретическая и доказа-
тельная базы. Во-первых, недавно стало известно, 
что гомеобокс-содержащие факторы в целом име-
ют тенденцию запускать и поддерживать нейро-
генные дифференцировки. В геноме C.  elegans за
кодированы 102 гомеодомен-содержащих белка из 
разных семейств, которые селективно и комби-
наторно работают терминальными селекторами 
или их партнёрами в зрелых нейронах  [47,  48]. 
Поэтому спецификация нейронов при помощи 
Hox-белков  – частный случай общего принципа.

Во-вторых, в генных регуляторных сетях (Gene 
Regulatory Networks; GRNs) прямая связь между вы-
сокоуровневыми регуляторными генами и генами 
терминальных дифференцировок может указы-
вать на предковое состояние системы. Согласно 
гипотезе интеркалярной эволюции, регуляторные 
гены-посредники, которые формируют сложную 
архитектуру GRNs, разворачивающуюся в период 
регионализации и паттернирования  – результат 
эволюционных интеркаляций (вставок) между 
исходным мастер-геном и его мишенью, напри-
мер, между гомеобоксным геном Pax6 и светочув-
ствительным трансмембранным белком родопси-
ном  [49–51]. Hox-гены универсальным образом 
причастны к установлению и поддержанию тер-
минальной спецификации нейронов у первично-
ротых и вторичноротых животных, что допускает 
существование просто организованного предка 
всех Nephrozoa, который использовал Hox-гены с 
той же целью. Изначально простые GRNs такого 
предка постепенно и независимо друг от друга 
усложнялись в разных эволюционных линиях за 
счёт вовлечения новых кладоспецифичных генов 
под контроль Hox-кластера, а гетерохронные сдви-

ги сместили начало активности всех участников 
к более ранним срокам развития и привели их 
экспрессию к каноническому виду. Возможно, уже 
на первых этапах этого эволюционного процесса 
Hox-гены координировали формирование синап-
сов между двигательными нейронами и мыш-
цами. Поэтому общий принцип коллинеарной 
транскрипции Hox-генов роднит Drosophila и мле-
копитающих на уровне двух зародышевых лист-
ков – эктодермального и мезодермального. Важно, 
что принцип интеркалярной эволюции допускает 
прирастание GRNs путём дупликации мастер-гена 
и субфункциолизации генов-потомков с частич-
ным сохранением предковой функции  [51].

У этой привлекательной гипотезы есть внут-
ренние противоречия. Во-первых, для того, чтобы 
специфицировать нейроны, не нужна физическая 
сцепленность терминальных селекторов. Боль-
шинство гомеобоксных генов, которые создают 
нейральный код у нематоды, не собраны в клас-
теры  [47,  48].

Во-вторых, уровень сложности последнего 
общего предка всех Nephrozoa остаётся под во-
просом, потому что его Hox-кластер уже состоял 
по меньшей мере из 7 или 8  генов, а именно из 
пяти передних (PG1–5), одного или двух середин-
ных (PG6/8) и одного постериорного (PG9/14)  [9]. 
Известно, что функции генов из разных парало-
гических групп существенно перекрываются  [52], 
а это значит, что предковый кластер сформировал-
ся очень быстро, до того, как его участники нача-
ли сильно различаться спектрами своих мишеней. 
Если количественная информация, реализуемая 
Hox-белками, была в какой-то момент важнее 
качественной (паралог-специфичной), это могло 
подтолкнуть Hox-кластер к быстрой структурной 
экспансии с минимальной дивергенцией участ-
ников. При этом паралог-специфические функции 
стали появляться позже. Такое объяснение выгля-
дит логичным, но оставляет вопросы: почему Hox-
белки из разных паралогических групп качествен-
но важны для спецификации нейронов и почему 
эти белки различаются структурно, а некоторые 
из их паралог-специфических функций консерва-
тивны (общие для Nephrozoa)? Создаётся впечатле-
ние, что отбор двигал эволюцию Hox-кластера сра-
зу в нескольких направлениях, и это объяснимо, 
если нейрогенная функция не была единственной. 
Так это или нет, можно выяснить, обратившись к 
базальным таксонам.

За пределами группы Nephrozoa экспрес-
сия Hox-генов изучена менее подробно, но из-
вестно, что маленькие и разорванные кластеры 
Acoelomorpha (сестринская ветвь Nephrozoa, ранее 
относимая к плоским червям) работают в нервной, 
мышечной и репродуктивной системах  [53–56]. 
В  единственном исследовании на эмбрионах  [53]  
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показано, что три Hox-гена Convolutriloba longi
fissura (PG1, PG5 и PG9/14) коллинеарно включа-
ются в пронейральных территориях вскоре после 
гаструляции. Два гена из трёх чуть позже или од-
новременно с этим событием работают в парен-
химатозных внутренних доменах.

Hox-гены книдарий изучены довольно подроб-
но [57–59] и экспрессию некоторых из них можно 
ассоциировать с нервной системой, например, 
Hox1 (PG1) Clytia hemisphaerica работает в стато-
цистах, а Anthox1 (PG9-подобный)  – в апикаль-
ном султанчике у планул Nematostella vectensis. 
Однако на фоне разнообразных нейральных диф-
ференцировок, в которых участвуют другие го-
меобоксные гены книдарий, это очень скромный 
результат [60, 61]. Удивительно, что многие нейро-
трансмиттеры (в том числе ацетилхолин) и фер-
менты их биогенеза синтезируются у книдарий 
не в нейронах, а в клетках кишки [62]. Трудность 
анализа экспрессионных данных заключена ещё 
и в том, что прямое соответствие генов из Hox/
ParaHox-классов у книдарий и билатерий неоче-
видно из-за сильной дивергенции или утраты ор-
тологов [63]. И всё же среди генов, которые устой-
чиво попадают в категорию «PG1-подобные» или 
«PG2-подобные», нет прямых регуляторов нейро-
генеза, зато есть гены с широкими доменами экс-
прессии на уровне эктодермы и энтомезодермы.

Итак, до появления последнего общего предка 
Nephrozoa, на уровне Acoelomorpha, Hox-гены уже 
были заняты в нескольких разных программах 
развития. Их функции у книдарий тоже не уни-
фицируются до единственной и не завязаны на 
терминальную спецификацию нейронов. Путь от 
общего предка книдарий и билатерий до совре-
менных Nephrozoa сопровождался структурной 
экспансией Hox-кластера и сложными, скрытыми 
для нас перестройками регуляторных отношений 
между древними программами развития. Часть 
этих программ могла опираться на общие пара-
лог-неспецифические функции Hox-генов, которые 
работают в отрыве от пространственной колли-
неарной транскрипции. Мы предполагаем, что 
эти функции остались у современных животных, 
и чтобы их исследовать, нужно обратить внима-
ние на общебиологические процессы, в которых 
задействованы Hox-гены. Существует некоторое 
количество примеров, где особенно ярко реализу-
ется паралог-неспецифическая функция Hox-генов. 
Рассмотрим их в следующих разделах.

HOX-БЕЛКИ КОНТРОЛИРУЮТ ТАЙМИНГ  
РАЗВИТИЯ ПРИ ПОМОЩИ АУТОФАГИИ

Аутофагия  – это процесс клеточной деграда-
ции, необходимый для поддержания гомеостаза 

клетки и обновления её цитоплазматических 
компонентов. Аутофагия высококонсервативна, 
и её влияние на разнообразные биологические 
функции описано у широкого круга организмов: 
от растений и дрожжей до человека  [64]. Для би-
латерий аутофагия является важным инструмен-
том раннего развития, так как она принимает 
участие в клеточных дифференцировках и ткане-
вых перестройках  [65,  66]. Например, у личинок 
дрозофилы активность аутофагии очень высока 
в жировом теле L3-бродячей (L3W) стадии, когда 
личинка быстро растёт и претерпевает метамор-
фоз, но не у более молодой L3-кормящейся (L3F) 
стадии. Было показано, что переход из стадии L3F 
в L3W контролируется экдизоном, и основными 
регуляторами аутофагии в этом случае выступают 
Hox-белки, которые подавляют преждевременную 
аутофагию на стадии L3F  [67]. При нормальном 
развитии в жировом теле L3F-личинки обнару-
жена совместная неколлинеарная локализация 
Hox-белков из нескольких паралогических групп. 
Здесь Hox-белки подавляют экспрессию генов atg 
(18 генов), ответственных за аутофагию. Показано, 
что нокауты по отдельным Hox-генам (Dfd, Scr, 
Ubx, abd-A, AbdB) не приводят к преждевремен-
ному запуску аутофагии. Только единовременное 
выключение экспрессии всех Hox-паралогов в экс-
перименте на личинке L3F инициирует этот про-
цесс [67]. Наоборот, пролонгированная экспрессия 
исследованных Hox-генов ингибирует аутофагию 
в клетках жирового тела личинок. Такие особи 
переходят в блуждающую стадию на 6–7  дней 
позже, чем контрольные, и это указывает на то, 
что принудительное поддержание экспрессии 
Hox-генов приводит к задержке развития дрозо-
филы. Таким образом, в жировом теле личинок 
универсальная активность Hox-белков несёт вре-
менную, а не пространственную информацию, 
регулируя наступление аутофагии на нужном 
этапе развития. Стоит отдельно отметить, что в 
культуре фибробластов млекопитающих HoxB8 и 
HoxA9 тоже подавляют аутофагию. Эти же белки 
оказывают сходное действие на  личинку дрозо-
филы при трансгенезе  [67]. Эти предварительные 
исследования не исключают паралог-неспецифи-
ческого участия Hox-генов в контроле аутофагии 
у последнего общего предка насекомых и позво-
ночных, но требуют проведения дополнительного 
анализа на широком круге объектов.

ЗАЧЕМ HOX-ГЕНЫ РАБОТАЮТ  
ДО НАЧАЛА ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ?

У многоклеточных животных Hox-гены не 
экспрессируются в тотипотентных и плюрипо-
тентных клетках, поскольку эта экспрессия ин-



КУЛАКОВА и др.970

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

дуцирует дифференцировку. В эмбриональных 
стволовых клетках млекопитающих Hox-локусы 
имеют амбивалентный эпигенетический статус. 
Их гистоновый код содержит как репрессивные, 
так и пермиссивные метки  [68]. Эти клетки не 
экспрессируют Hox-гены, но могут быстро начать 
это делать в случае дополнительных разрешаю-
щих сигналов, что приведёт их к началу диффе-
ренцировочного пути.

Несмотря на запрет работы Hox-генов в тоти-
потентных клетках, их материнские транскрип-
ты были обнаружены в ооцитах млекопитающих 
(мышь, корова и человек  [69]), амфибий (Xenopus 
laevis [70]), аннелид (Platynereis dumerilii [71]), мно-
гоножек (Strigamia maritima [72], Trigoniulus coralli
nus  [73]), перепончатокрылых (муравьи трибы  
Camponotini  [74]), декапод (Macrobrachium olfer
sii  [75]) и даже у гидроидного полипа Clitya hemis
phaerica  [58]. Причём у всех животных, кроме 
X.  laevis, в ооцитах экспрессировались гены из 
нескольких паралогических групп.

Структура ооцитарных транскриптов Hox-ге-
нов может дать подсказку об их функциях. На при-
мере многоножки Strigamia maritime (Chilopoda) 
[72] было показано, что материнские РНК Hox-ге-
нов полиаденилированы, но некоторые из них не 
содержат открытой рамки считывания. Возможно, 
часть материнских РНК многоножки относится к 
классу регуляторных (белок-некодирующих) РНК. 
С другой стороны, транскрипты Hox-генов в ооци-
тах млекопитающих деаденилированы  [69]. Это 
объяснимо, если такие материнские транскрипты 
нужны для поздних этапов развития и запасают-
ся в стабильной (нетранслируемой) форме  [76]. 
Кроме того, в ядрах ооцитов и в клетках ранних 
эмбрионов млекопитающих (мышь, корова) был 
обнаружен белок HOXB9  [77], а белки Ubx и AbdA 
найдены в ооцитах муравьёв  [74].

Очевидно, что ооцитарная функция Hox-генов 
отличается от канонической, поскольку предста-
вители разных паралогических групп локализу-
ются в одной-единственной клетке. Консерватив-
ность этого явления говорит о его неслучайной 
природе. Пока не существует удачных экспери-
ментов, однозначно указывающих на функции 
ооцитарных транскриптов Hox-генов, но можно 
выдвинуть несколько гипотез.

Не исключено, что большая часть материн-
ских транскриптов Hox-генов не транслируются. 
Они могут быть элементом эпигенетической 
настройки зиготического генома. Известно, что 
некодирующая РНК часто работает каркасом для 
сборки белков ремоделинга хроматина, нацели-
вая их на подконтрольные локусы. Эта функция 
описана в том числе и для регуляторных РНК, 
которые считываются с Hox-кластеров позвоноч-
ных животных  [78], и согласуется с наличием 

транскриптов без открытой рамки считывания в 
ооцитах Strigamia. Важность некодирующей РНК 
в первых делениях дробления была показана на 
эмбрионах мыши  [79].

C другой стороны, РНК-матрицы Hox-генов мо-
гут транслироваться. Например, белок HoxB9 при-
сутствует в ядрах ооцитов (как зрелых, так и не-
зрелых) и в ядрах клеток ранних эмбрионов  [77]. 
Это не исключает раннюю функцию Hox-генов, 
направленную на оогенез. Известно, что у мыши 
ряд транскриптов Hox-генов и их кофакторов уже 
присутствует на стадии растущего ооцита  [80]. 
Любопытно, что гомеодоменный белок Nobox из 
одноимённого семейства, одновременно близ-
кого к ANTP- и PRD-классам  [81], присутствует в 
ооцитах мыши и регулирует работу важных для 
оогенеза генов  [82]. Нельзя исключить, что ооци-
тарные матрицы и белки Hox-генов нужны для 
транскрипционного контроля ранних зиготиче-
ских генов  [83].

Hox-белки могут быть не только транскрип-
ционными регуляторами, но и регуляторами кле-
точного цикла, сплайсинга РНК, репликации и 
репарации ДНК  [84–86]. Так, у некоторых Hox-
белков есть сайты распознавания для серин/
треонин-киназы ATM  [87], чья роль в репарации 
двунитевых разрывов ДНК широко известна  [88]. 
Как минимум для одного Hox-белка позвоночных, 
HoxB7, было экспериментально показано участие 
в этом процессе  [85]. В эпителиальных клетках 
молочной железы HoxB7 увеличивает вероятность 
негомологичного соединения концов ДНК, свя-
зываясь с комплексом из гетеродимеров Ku70/80 
(белками, узнающими двуцепочечные разрывы) 
и ДНК-протеинкиназой  [85]. Экспрессия HoxB7 
стимулирует работу ДНК-протеинкиназы, что 
коррелирует с эффективностью репарации, тогда 
как при нокауте по HoxB7 этот эффект пропадает. 
Кроме того, Hox-белки способствуют сборке пре-
репликативных комплексов. Например, HoxD13 и 
HoxC13 в различных клеточных культурах взаимо-
действуют при помощи гомеодоменов с белками 
пререпликативных комплексов ORC и Cdc6  [86, 
89, 90]. Несмотря на то что упомянутые функции 
Hox-белков были описаны не в эмбриогенезе, мы 
предполагаем, что они всё же могут участвовать в 
первых стадиях развития многоклеточных живот-
ных. В раннем развитии синхронные деления бла-
стомеров протекают с минимальным интервалом 
(нет G1- и G2-фаз цикла), поэтому для успешного 
завершения этапа дробления необходима очень 
точная настройка молекулярной машинерии 
ооцита. В данном случае ооцитарные Hox-белки 
могут ускорять сборку пререпликативных ком-
плексов и усиливать репарацию ДНК для под-
держания целостности генетического материала  
зародыша.
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Безусловно, роль Hox-генов в оогенезе не про-
яснится без функциональных тестов на широком 
круге моделей. Не исключено, что ооцитарные 
РНК и белки Hox-генов могут быть «транскрип-
ционным шумом» или побочными продуктами 
предыдущих этапов оогенеза  [91].

ДОЗОЗАВИСИМЫЕ ФУНКЦИИ HOX-БЕЛКОВ

Существуют дозозависимые функции Hox-бел-
ков, реализующиеся, когда морфология зачатка 
определяется их концентрацией  [92]. У млекопи-
тающих Hox-белки в дозозависимой манере зада-
ют морфологию позвонков  [93] и устанавливают 
число и длину пальцев  [94]. В обоих случаях по-
степенное снижение дозы Hox-белков усиливает 
выраженность морфологических изменений. Так, 

при постепенном снижении дозы любого белка из 
постериорных паралогов HoxA- и HoxD-кластеров 
(Hoxd11, Hoxd12, Hoxa13, Hoxd13) пальцы линейно 
и паралог-независимо укорачиваются в зависимо-
сти от доли мутантных аллелей Hox-генов  [94].

У беспозвоночных животных самый нагляд-
ный пример дозозависимой функции Hox-бел-
ков  – регуляция морфологии крыльев. Эта функ-
ция описана у насекомых из разных клад и, по 
всей видимости, является универсальной для 
диверсификации формы и размера крыльев на 
втором (T2) и третьем (T3) грудных сегментах  [92]. 
В её выполнении задействованы белки Antp и 
Ubx. У  Drosophila дикого типа белок Antp присут-
ствует только в Т2, а белок Ubx  – в Т3, причём 
концентрация Antp в T2 ниже, чем концентрация 
Ubx в Т3 (рис.  1,  а)  [95]. У мутантов Ubx-/- вместо 
гальтер на Т3 образуется пара крыльев (рис. 1,  б).  

а

г
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Рис. 1. Влияние дозы Antp- и Ubx-белков на фенотип Drosophila. а  –  «Дикий тип» (на рисунке обозначен  
как WT); б  –  мутант Ubx-/-; в  –  доза Antp в Т3 на уровне Ubx в норме восстанавливает фенотип; г  –  доза Ubx  
в  Т3 на уровне Antp в Т2 приводит к формированию крыла; д  –  доза Antp в Т2 на уровне Ubx в Т3 приво-
дит к формированию гальтер; е – гипотетический фенотип, близкий к наблюдаемому у веерокрылых (отряд 
Strepsiptera), который может быть смоделирован на Drosophila. Иллюстрация подготовлена по данным ста-
тьи Paul et  al. (2021) и Merabet, Carnesecchi (2024) [92, 95]
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Если у таких мутантов повысить дозу Antp в 
Т3 до уровня Ubx, то восстанавливается нор-
мальный фенотип (на Т3 образуются гальтеры 
(рис.  1,  в))  [95]. Наоборот, при снижении дозы Ubx 
в Т3 вместо гальтер вырастают летательные кры-
лья (рис.  1,  г)  [95]. Также при повышении дозы 
Antp в T2 вместо крыльев появляются гальтеры 
(рис.  1,  д)  [95].

HOX-ФАКТОРЫ МОГУТ СЕКРЕТИРОВАТЬСЯ

Сложность, с которой сталкивается иссле-
дователь, решивший прояснить анцестральную 
функцию гомеобоксных генов из класса ANTP, 
связана с тем, что такая функция изначально не 
была единственной, по крайней мере, на уровне 
Metazoa. Это следует из устройства многозадач-
ных гомеодоменных белков ANTP-класса (рис.  2). 
Ещё в конце прошлого столетия было обнаружено, 
что синтетический гомеодоменный белок из 60 
аминокислотных остатков, повторяющий после-
довательность гомеодомена Antp Drosophila, мо-
жет проникать сквозь мембраны нервных клеток 
крысы без посредничества каких-либо рецепторов. 
После проникновения он транспортируется в ядро 
и повышает уровень дифференцированности ре-
ципиентных клеток  [96]. Позже выяснилось, что 
естественные гомеодоменные белки Emx1, Emx2, 
Engrailed-2 (En2), Hoxa5, Hoxb4, Hoxc8, Knotted1, 
Otx2, Pax6 и Vax1 обнаруживаются в клетках, кото-
рые не экспрессируют их мРНК  [97].

Оказалось, что способность к межклеточному 
переносу, подобно сигнальной молекуле или мо-
лекуле морфогена, есть у большинства гомеодо-

менных белков, в том числе за границами класса 
ANTP  [97–100]. Механизм, при помощи которого 
это происходит, ещё не вполне понятен. Известно, 
что секреция и интернализация зависят от двух 
перекрывающихся мотивов, локализованных в 
наиболее консервативных участках гомеодоме-
на  [100]. Кроме того, секреция зависит от отдель-
ных гидрофобных аминокислот за пределами 
гомеодомена (рис.  2)  [97]. Создаётся впечатление, 
что гомеодоменные белки способны попадать в 
любые типы клеток путём макропинацитарного 
эндоцитоза, но эффективность процесса зависит 
от устройства гликокаликса принимающей клет-
ки  [97,  101].

Во впечатляющем исследовании 2019 года [97] 
на способность к секреции и переносу были про-
тестированы 162 человеческих гомеодоменных 
белка из разных классов, причём тест проводили 
одновременно на трёх разных культурах клеток 
(секреция – HEK 293T, GT1-7 и MDCK; интернализа-
ция  – HeLa). Показано, что эффективность секре-
ции сильно зависит от типа клеток и от харак-
теристик первичной последовательности самих 
гомеодоменных белков. К примеру, белки EN2, 
HOXC8, PAX6 и VAX1 секретировались во всех трёх 
клеточных культурах, а HOXA5 и OTX2  – только 
в двух. Десять белков, в числе которых оказался 
только один Hox (HOXA10), не секретировались во-
все, что, впрочем, не исключает такой возможно-
сти в других типах клеток. Все протестированные 
белки (включая не секретируемые) оказались спо-
собны к интернализации. Это значит, что именно 
секреция гомеодоменных белков – определяющий 
этап трансдукции, на котором клетки контроли-
руют этот процесс.

Рис.  2. Структурные мотивы белков из класса ANTP и их участие в реализации функций Hox-белков. Схе-
ма описывает функциональное значение основных доменов Hox-факторов. Гомеодомен, наиболее консер-
вативный участок белков ANTP-класса, необходим Hox-факторам для реализации как канонических (тран-
скрипция), так и неканонических функций. Помимо гомеодомена, высокая степень консервативности также 
характерна для короткого гексапептидного мотива, с помощью которого Hox-белки взаимодействуют с ко-
факторами  [102]. Удивительно, что транспортная способность Hox-факторов также обусловливается этими 
доменами: гомеодомен содержит секретирующий и интернализующий (пенетратин) мотивы, а консерватив-
ный остаток триптофана в гексапептиде необходим Hox-белкам для экспорта из ядра  [103]. Для некоторых 
Hox-факторов показано, что их секреция может зависеть от отдельных гидрофобных аминокислот, локали-
зованных в менее консервативных сайтах белка  [97]. Цветными буквами в последовательностях отмечены 
консервативные позиции, цветными рамками окружены мотивы, неканонические функции выделены жир-
ным шрифтом, Mm  – Mus musculus, Dm  – Drosophila melanogaster, ао  – аминокислотные остатки
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Гомеодоменные белки способны распростра-
няться на два-три клеточных диаметра подобно 
паракринным сигнальным факторам, но есть при-
меры их обширной диффузии. У мыши белок Otx2 
синтезируется в сосудистом сплетении, секретиру-
ется в спинномозговую жидкость и накапливается 
по всей коре головного мозга  [104].

Важно, что эндогенные белки преимуществен-
но работают как транскрипционные факторы. 
Сразу после трансляции их захватывают карио-
ферины, распознающие сигнал ядерной локализа-
ции, и транспортируют в ядро. Экзогенные белки 
демонстрируют более широкий спектр функций. 
Показано, что секретируемый Otx2 мыши пере-
мещается в митохондрии, где связывается с ми-
тохондриальными ATP-синтазами и усиливает 
синтез ATP  [105]. Ранее сообщалось, что экзоген-
ный En2 у Xenopus накапливается в конусах роста 
нейронов, управляет нацеливанием их аксонов на 
мишени и косвенно усиливает трансляцию  [106].

Эти примеры не исключают проникновения 
экзогенных белков в ядра, где они запускают тран-
скрипцию собственных мРНК и других специфи-
ческих мишеней. Классический пример такого 
рода  – вертикальный сигналинг во время гастру-
ляции у Xenopus. Было показано, что Hox-белки 
из пресомитной мезодермы последовательно 
включают экспрессию собственных Hox-генов в 
нейроэктодерме гаструлы, т.е. происходит копи-
рование позиционной информации из одного за-
родышевого листка в другой  [104]. Прямой обмен 
транскрипционными факторами между слоями 
клеток координирует работу программ развития 
без посредничества морфогенов и сигнальных  
каскадов.

Поразительно, что сигнальная и регуляторная 
функции в общих случаях обеспечиваются здесь 
одним и тем же эволюционно древним, консерва-
тивным мотивом  – гомеодоменом. Возможность 
решить две задачи при помощи одного инстру-
мента могла использоваться для координации 
роста и развития первыми Metazoa, ещё до воз-
никновения современных отношений между ли-
гандами, способными перемещаться на большие 
расстояния (long range signaling), их мессендже-
рами и мишенями  [104].

КАК НЕКАНОНИЧЕСКИЕ ФУНКЦИИ  
ПРИВЕЛИ РАБОТУ HOX-КЛАСТЕРА  

К КАНОНИЧЕСКОМУ ВИДУ?

Координированная работа Hox-генов, необ-
ходимая для выполнения канонической функции, 
остаётся большой эволюционной загадкой потому, 
что это многособытийный процесс. Он складыва-
ется из:

– эпигенетической настройки Hox-локусов, в 
том числе за счёт регуляторных РНК, закодиро-
ванных в Hox-кластерах;

– установления топологически-ассоциирован-
ных доменов (TADs), которые стабилизируются в 
соответствии с положением клеток вдоль передне-
задней оси;

– ответов на разнонаправленные сигналы 
морфогенов (ретиноевой кислоты, Wnt, Fgf, Bmp) 
в трёхмерных координатах эмбриона;

– согласованной экспрессии в клетках разных 
зародышевых листков за счёт уникального для 
гомеодоменных белков механизма  – вертикаль-
ного сигналинга;

– ответа на индивидуальные сигналы выше-
стоящих регуляторных белков, которые могут 
включать/выключать индивидуальные гены;

– реципрокных взаимодействий Hox-генов 
(постериорная супрессия и не только).

Некоторые из регуляторных механизмов пред-
ставлены на рис.  3.

Как на основе неканонических функций мог-
ла возникнуть эта очень сложная картина? Воз-
можно, разные способы регуляции Hox-кластера, 
нужные для выполнения отдельных задач, были 
кооптированы в новую программу. Интуитивно 
верным кажется предположение, что эта новая 
программа  – гаструляция в её «билатеральном 
варианте». На эту мысль наводит временна́я со-
пряжённость активации Hox-кластера и гаструля-
ционных процессов у вторичноротых животных. 
Кроме того, есть данные о преадаптации  – два 
Hox-гена книдарии Nematostella vectensis (перед-
ний, NvAx6, и серединно-постериорный, NvAx1) 
важны для гаструляции и спецификации орально-
аборальной оси. Сайты их экспрессии маркируют 
оральный и аборальный полюса, а морфолиновый 
нокдаун подавляет гаструляцию [107]. Однако эти 
гены не образуют кластер и работают в разных за-
родышевых листках. У Drosophila осевой паттерн 
Hox-генов устанавливается до начала гаструляции, 
и пока нет исследований, где бы достоверно под-
тверждалось или опровергалось участие Hox-ге-
нов в гаструляции у членистоногих. У некоторых 
спиральных животных (аннелиды, брахиоподы, 
моллюски) ранняя активация Hox-генов совпа-
дает с началом или продолжением гаструляции, 
но функциональные тесты пока отсутствуют  [26, 
108, 109].

С высокой степенью уверенности можно 
утверждать, что у последнего общего предка би-
латеральных животных Hox-кластер был один. 
Этот кластер мог использоваться для решения 
нескольких разных задач, например, для специ-
фикации двигательных нейронов, установления 
нервно-мышечных синапсов и для какой-то из 
функций, требующих количественного изменения 
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Рис.  3. Управление транскрипцией Hox-кластера. а  –  Некоторые механизмы контроля над Hox-кластером 
у  билатеральных животных. 1  – GCR (Global Control Region), глобальный контролирующий элемент. Регуля-
торные элементы этого типа описаны у позвоночных; 2 – локальные cis-регуляторные модули (индивидуаль-
ные и обобществлённые), сайт-специфичные транскрипционные факторы и микроРНК (miR), закодированные 
в последовательностях Hox-кластеров. Присутствуют у первичноротых и вторичноротых животных; 3  – вер-
тикальный сигналинг – описан у позвоночных. б – Неканонические функции Hox-генов, которые могут быть 
реализованы при помощи отдельных элементов контроля. в  –  Упрощённая схема регуляции Hox-кластера 
во время реализации канонической функции осевого паттернирования. Не все из механизмов представлены 
на схеме и не все из представленных универсальны. У членистоногих не найдены GCR и не показан верти-
кальный сигналинг. Спиральные животные в целом плохо изучены на уровне активационных механизмов 
Hox-кластера, но среди них есть объекты с темпоральной коллинеарностью и изначальной мезодермальной 
транскрипцией. RA (Retinoic Acid), FGF и WNT  – градиенты морфогенов

транскриптов в ответ на стимул (вероятно, кон-
центрацию морфогена). Такая древняя функция 
могла быть связана с аутофагией, контролем над 
пролиферацией или гаметогенезом. Важно, что 
эта функция обеспечивалась градиентным рас-
пределением Hox-белков вдоль оси и удержи-
вала Hox-гены в кластере. Предок Nephrozoa мог 
использовать весь кластер или какие-то гены из 
него для управления гаструляцией, но в линии 
современных Acoelomorpha (сестринская ветвь 
Nephrozoa) это не так, потому что все Hox-гены 
Convolutriloba включаются после гаструляции [53].

Разные способы управления одним и тем же 
кластером, очевидно, давали сбои, и какие-то из 
аберрантных вариантов подхватывались отбором. 
В эволюции билатеральных животных из линии 
Nephrozoa могли произойти два важных собы-

тия  – объединение нескольких систем регуляции 
Hox-кластера в одной программе и гетерохрон-
ный сдвиг её активации в сторону более раннего 
развития. Наименее катастрофичный вариант 
предполагает серию гетерохронных сдвигов кол-
линеарной экспрессии Hox-генов во внутренних, 
мезодермальных по происхождению структурах 
вплоть до стадии гаструлы. После этого при помо-
щи вертикального сигналинга Hox-гены начали 
коллинеарно включаться в прилежащей эктодер-
ме (будущей нейроэктодерме), и животные при-
обрели новый мощный инструмент для контроля 
над ранним развитием. Этот инструмент легко 
масштабировался в зависимости от градиента 
морфогенов, он координировал развитие экто-
дермальных и мезодермальных тканей и был эво-
люционно пластичен за счёт многих элементов 
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управления, пришедших из более древних про-
грамм. Возможно, именно этот новый молекуляр-
ный механизм «детонировал» и вызвал «Кембрий-
ский взрыв», потому что мог быстро изменять 
раннее развитие.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разнообразие неканонических функций Hox-
генов определяется самой структурой гомеодомен-
ного белка, который может работать не только 
транскрипционным фактором, но и регулятором 
общебиологических процессов, таких как репа-
рация ДНК, репликация, трансляция и сплай-
синг  РНК.

Модель «песочных часов», при всей нагляд-
ности, оставляет неканонические функции Hox-
генов невидимыми. Согласно модели «обратных 
песочных часов» (Inverse hourglass model), которая 
справедлива для Metazoa в целом [110], существу-
ет принципиальное сходство в работе генов на 
самых ранних этапах развития (плюрипотентное 
состояние клеток, дробление) и на более поздних 
(дифференцировка, органогенез). Однако живот-
ные из разных типов будут сильно различаться 
ансамблями регуляторных генов и характером 
их вовлечённости в морфогенез в середине раз-
вития (mid-developmental transition), как раз между 
дроблением и коммитированной дифференци-
ровкой  [110]. Именно эти различия и определяют 
фундаментальную разницу между типами внутри 
Metazoa. Иными словами, можно выявить отдель-
ные наборы сигнальных путей и транскрипци-
онных факторов, которые взаимодействуют в пе-
риод установления планов организации Metazoa. 
Их частная совокупность формирует облик типа. 
Оказалось, что гомеобоксные гены в целом и Hox-

гены в частности не попадают в категорию таких 
«типоспецифичных» регуляторов, потому что в 
дивергентный период развития их функции шире 
и консервативней.

Мы предполагаем, что у прото-Hox-гена из-
начально уже был широкий репертуар функ-
ций, причём часть из них опиралась на сиг-
нальную природу его белка. Животные из ветви 
ParaHoxоzoa оказались наследниками этой регу-
ляторной сложности и приумножили её за счёт 
кооперации между программами развития, в кото-
рых использовались разные функциональные воз-
можности Hox-белков. Эти программы возникали 
на разных этапах эволюции, и их следы сохра-
нились у современных животных в виде отдель-
ных паралог-неспецифических и дозозависимых 
функций.
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regulators of development. The canonical function of Hox genes involves the collinear patterning of 
body parts in bilateral animals. This general function is implemented through complex, precisely co-
ordinated mechanisms, not all of which are evolutionarily conserved and fully understood. We suggest 
that the emergence of this regulatory complexity was preceded by a stage of cooperation between more 
ancient morphogenetic programs or their individual elements. Footprints of these programs may be 
present in modern animals to execute non-canonical Hox functions. Non-canonical functions of Hox 
genes are involved in maintaining terminal nerve cell specificity, autophagy, oogenesis, pre-gastrula-
tion embryogenesis, vertical signaling, and a number of general biological processes. These functions 
are realized by the basic properties of homeodomain protein and could have triggered the evolution 
of  ParaHoxozoa and Nephrozoa subsequently.

Keywords: homeodomain, ANTP, Hox genes, non-canonical functions of Hox genes, Metazoa, ParaHoxozoa, 
Nephrozoa, neurogenesis, developmental autophagy, oogenesis, vertical signaling
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В настоящее время благодаря полногеномным исследованиям охарактеризовано множество 
ассоциаций между генетическими полиморфизмами и различными заболеваниями. Большин-
ство клинически значимых полиморфизмов локализованы в некодирующих областях генома. 
Современные биоинформатические ресурсы позволяют предсказывать молекулярные меха-
низмы влияния некодирующих полиморфизмов на экспрессию генов, однако такие гипотезы 
нуждаются в экспериментальной проверке. В представленном обзоре рассмотрены основные ме-
тоды определения молекулярных механизмов зависимости патогенеза заболеваний от тех или 
иных генетических вариантов некодирующих последовательностей. В  частности, рассмотрены 
способы определения факторов транскрипции, эффективность связывания которых зависит  
от варианта полиморфизма. Биоинформатические ресурсы, позволяющие предсказывать меха-
низм влияния полиморфизмов на патогенез заболеваний, достигли впечатляющего развития, 
однако необходимость в экспериментальных подходах к данному вопросу остается актуальной.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: функциональные полиморфизмы, регуляторные области, транскрипционные 
факторы, репортерный анализ, CRISPR-Cas.

DOI: 10.31857/S0320972524060023 EDN: XMSUZO

Принятые сокращения: ДЦР  – двухцепочечный разрыв  ДНК; НТО  – нетранслируемая область; ТФ  – тран-
скрипционный фактор; ChIP – иммунопреципитация хроматина; CRISPR – короткие палиндромные повторы, 
регулярно расположенные группами; EMSA – анализ сдвига электрофоретической подвижности; GWAS – пол-
ногеномные исследования; HDR  – гомологически направленная репарация; MPRA  – массовый параллель-
ный репортерный анализ; QTL  – локус количественного признака; eQTL  – локус количественного признака, 
регулирующий экспрессию генов на уровне транскрипции; raQTL  – локус количественного признака, опре-
деляемый по активности репортерного гена; SNP  – однонуклеотидный полиморфизм.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на то что геномы людей на  99,9% 
идентичны, именно оставшиеся 0,1%  генетиче-
ских вариаций лежат в основе фенотипических 
различий, в том числе восприимчивости к болез-
ням  [1]. К  таким генетическим вариантам отно-

сят однонуклеотидные полиморфизмы (SNV, Single 
Nucleotide Variation или SNP,  Single Nucleotide 
Polymorphism), инсерции/делеции  (indel), а так-
же структурные вариации длиной более 50  п.н. 
(SV,  Structural Variation)  [2]. Наиболее распростра-
ненным генетическим вариантом является SNP  – 
вариация (вариант аллеля) последовательности 
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Рис. 1. Основные механизмы влияния некодирующих полиморфизмов на регуляцию экспрессии генов (изо-
бражение сделано с помощью BioRender.com)

ДНК размером в один нуклеотид у представителей 
одного вида, встречающаяся в популяции с часто-
той не менее 1%  [3]. SNP встречаются в геноме 
каждые 200–300  п.н., располагаются как в коди-
рующих частях генома, так и в регуляторных (про-
моторы, энхансеры, интроны и нетранслируемые 
области) [4, 5]. Актуальность изучения SNP заклю-
чается в том, что такие генетические варианты ча-
сто ассоциированы с различными заболеваниями, 
что показано с помощью многочисленных полно-
геномных исследований (Genome-Wide Association 
Studies, GWAS). Порядка 95%  клинически значи-
мых  SNP локализованы в некодирующих обла-
стях генома [6], и их функциональная значимость 
может быть связана с изменением регуляторных 
характеристик областей, окружающих полимор-
физм  [7]. К  таким регуляторным областям эука-
риотического генома можно отнести промоторы, 
энхансеры 5′- и 3′-нетранслируемые области (НТО) 
белок-кодирующих генов, области генов некоди-
рующих РНК  (нкРНК) и регуляторные элементы 
сплайсинга (SRE, splicing regulatory elements)  [5, 8].  
Промоторы инициируют транскрипцию генов, 
а энхансерные элементы усиливают эту инициа-
цию  [9]. Промоторы являются предпочтительны-
ми местами посадки транскрипционных факто-
ров (ТФ) и РНК-полимеразы  II на ДНК и включают 
в себя область первого транскрибируемого ну-
клеотида транскрипта (сайт начала транскрип-
ции,  TSS)  [10]. Энхансеры, впервые идентифици-
рованные с помощью репортерного анализа как 
элементы, способные увеличивать экспрессию  
репортерного гена  [11], представляют собой плат-

формы для связывания ТФ, способные действовать 
независимо от ориентации, расстояния и рас-
положения по отношению к гену-мишени  [12]. 
5′- и 3′-НТО играют важную роль в посттранскрип-
ционной регуляции экспрессии генов и являются 
частью зрелой кодирующей  мРНК. Так, 5′-НТО 
содержат различные регуляторные компоненты, 
влияющие на инициацию трансляции, а в состав 
3′-НТО входят последовательности, связывающие 
микроРНК и приводящие к деградации транскрип-
та [5]. Также следует отметить, что некодирующие 
полиморфизмы в составе  НТО могут участвовать 
и в регуляции транскрипции, поскольку последо-
вательность 5′-НТО обычно пересекается с промо-
торными регионами генов, а последовательность 
3′-НТО может пересекаться с другими регулятор-
ными элементами генов  – например, энхансе-
рами  [13]. Некодирующие полиморфизмы также 
располагаются в нкРНК, о влиянии которых на 
созревание  РНК, регуляцию транскрипции, ремо-
делирование хроматина и посттранскрипционные 
модификации  РНК за последние годы получено 
много информации  [14].

Будучи наиболее часто встречающимся 
классом генетических вариантов, SNP являются 
основным генетическим маркером при картиро-
вании локусов количественных признаков (QTL, 
Quantitative Trait Loci), которые можно условно 
разделить на те, которые регулируют экспрессию 
генов непосредственно на уровне транскрип-
ции и хроматина, что отражается на уровне 
мРНК (eQTL  – expression QTL, регулирующий экс-
прессию генов на уровне транскрипции), и те,  
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которые влияют на посттранскрипционные про-
цессы (sQTL  – splicing QTL, регулирующие аль-
тернативный сплайсинг пре-мРНК; pQTL  – pro
tein  QTL, регулирующие экспрессию белка)  [15]. 
Механизмом функционального влияния полимор-
физмов на геномном уровне может быть наруше-
ние функционирования регуляторных элементов 
вследствие изменения последовательности сайтов 
взаимодействия ТФ с ДНК (как в сторону уменьше-
ния, так и в сторону увеличения эффективности 
связывания) [16]. На посттранскрипционном уров-
не некодирующие полиморфизмы могут влиять 
на активность 5′- и 3′-НТО мРНК, которые играют 
важную роль в регуляции трансляции и стабиль-
ности мРНК, в том числе за счет изменения свя-
зывания регуляторных микроРНК  [17–19]. Также 
SNP в последовательности незрелой микроРНК 
могут влиять на эффективность созревания мик-
роРНК и изменять эффективность связывания 
с  мРНК  [20,  21], а аллельные варианты в составе 
днРНК (длинных некодирующих РНК)  – с разной 
эффективностью модулировать концентрацию 
комплементарных микроРНК  [22]. Значительное 
количество функциональных генетических вари-
антов, классифицируемых как  sQTL, располага-
ются в регуляторных элементах сплайсинга, непо-
средственно изменяя последовательность сайтов 
сплайсинга или модифицируя сайты связывания 
РНК-связывающих белков  [23]. Основные меха-
низмы влияния некодирующих полиморфизмов 
на регуляцию экспрессии генов представлены 
на  рис.  1.

В представленном обзоре описаны основные 
экспериментальные подходы к анализу функцио-
нальных некодирующих аллельных вариантов, в 
том числе рассмотрены способы определения  ТФ, 
эффективность связывания которых зависит 
от  аллельного варианта.

АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ ГЕНЕТИЧЕСКИХ  
ПОЛИМОРФИЗМОВ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ  

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГЕНОВ-РЕПОРТЕРОВ

Экспериментальные методы изучения влия-
ния полиморфизмов на экспрессию гена можно 
разделить на две большие группы: исследования 
с использованием генетических репортерных кон-
струкций и изучение полиморфизмов непосред-
ственно в нативном геномном контексте.

Первая группа методов включает в себя 
использование репортерных генетических кон-
струкций, в которых влияние генетического ва-
рианта на регуляторный элемент определяется 
по активности репортерного гена (reporter assay 
QTL, raQTL). К  ним относится и классический ме-
тод люциферазного репортерного анализа, когда 

аллельные варианты исследуемой регуляторной 
последовательности (промотора или энхансера) 
интегрируют в репортерную конструкцию и срав-
нивают активность гена-репортера в полученных 
конструкциях после их трансфекции в физиологи-
чески релевантную культуру клеток  [24]. С  помо-
щью метода двойного люциферазного теста опи-
сано множество raQTL в разных типах клеток и 
регуляторных элементах. Так, ранее были пред-
ложены молекулярные механизмы, объясняющие 
связь между развитием заболеваний и генети-
ческими полиморфизмами, расположенными в 
регуляторных зонах различных генов: промото-
ре  [25–28], близкорасположенных энхансерных 
областях  [29,  30] и энхансерах, расположенных в 
отдаленных межгенных локусах  [31,  32].

Поиск sQTL в системах с геном-репортером 
обычно затруднен размером исследуемого гена, 
превышающим емкость репортерной плазмиды. 
В  такой ситуации используют так называемые 
репортерные мини-гены. Конструкция мини-гена 
включает в себя фрагмент исследуемого локуса, 
содержащий полиморфизм и достаточный для вос-
произведения природной картины сплайсинга ме-
жду репортерами сплайсинга (как правило, между 
двумя экзонами). Способность исследуемой обла-
сти влиять на эффективность сплайсинга измеря-
ется по экспрессии целевого транскрипта либо в 
ядерном экстракте с помощью количественного 
ПЦР-анализа  (кПЦР), либо в живых клетках, если 
кодируемый мини-геном репортерный белок по-
зволяет это сделать [33]. Так, с помощью репортер-
ного анализа мини-генов были охарактеризованы 
полиморфизмы, регулирующие сплайсинг гена 
субъединицы кальциевого канала  SCN1A, связан-
ного с эпилепсией [34], компонента системы репа-
рации ДНК RAD51C, проявляющего себя в качестве 
онкосупрессора  [35] и ряда других.

ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНЫЕ  
РЕПОРТЕРНЫЕ АНАЛИЗЫ

За последнее десятилетие появилось мно-
жество модификаций высокопроизводительных 
репортерных анализов. Их можно классифици-
ровать по регуляторным областям, которые они 
позволяют исследовать, а также по техническим 
особенностям. Так, протокол массового парал-
лельного репортерного анализа (MPRA, Massively 
Parallel Reporter Assay) включает в себя синтез 
последовательностей ДНК (потенциальных энхан-
серов/промоторов, 5′-НТО либо 3′-НТО) с добавле-
нием уникальных баркодов и клонирование этих 
последовательностей в репортерные плазмиды, 
которые затем трансфицируются в типы клеток, 
интересующие исследователей. Анализ активности 
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регуляторных областей происходит с помощью 
высокопроизводительного секвенирования и ко-
личественного определения баркодов, которые 
однозначно определяют конкретную регулятор-
ную последовательность и коррелируют с уров-
нем РНК репортерного гена  [36,  37]. Метод MPRA 
естественным образом подходит не только для из-
учения функциональности регуляторных элемен-
тов, но и для оценки функционального влияния 
их генетических вариантов  [38]. Так, например, с 
помощью метода MPRA был проведен скрининг 
полиморфизмов, расположенных в некодирую-
щих областях генома и ассоциированных с шизо-
френией и с болезнью Альцгеймера. Интересно, 
что из 148  SNP, показавших аллельные различия 
в клетках K562 и  53  – в клетках SK-SY5Y, только 
9  показали аллельные различия в обеих клеточ-
ных линиях, наглядно демонстрируя, что генети-
ческие варианты обычно оказывают свое регуля-
торное действие только в определенных типах 
клеток  [39]. Применение метода MPRA к библио-
теке 5′-НТО генов человека позволило выявить 
45  ассоциированных с заболеваниями аллельных 
вариантов, которые значительно влияют на про-
цесс загрузки мРНК на рибосомы, однако интерес-
но, что для большинства из найденных вариантов 
полученных данных оказалось недостаточно для 
изменения классификации патогенности в базе 
данных Clinvar, а наиболее яркий эффект показали 
3 полиморфизма, которые создавали новый старт-
кодон, то есть влияли на структуру белка  [40]. 
В  другой работе Griesemer в 6  клеточных лини-
ях человека было изучено более 12  000 3′-НТО-
вариантов, ассоциированных с заболеваниями 
человека и/или находящихся под положитель-
ным давлением в человеческой популяции  [41]. 
Оказалось, что несколько сотен из них значимо 
влияли на уровень репортерного транскрипта 
хотя бы в одной клеточной линии и несколько 
десятков совпали с ранее охарактеризованными 
вариантами с каким-либо уровнем клинической 
значимости. Интересно, что лишь для двух SNP, 
находящихся в гене вирусной защиты TRIM14 и в 
гене PILRB, ассоциированном с возрастной маку-
лярной дегенерацией, сочетание новизны и сте-
пени влияния на уровень транскрипта оказалось 
достаточным для проверки гипотезы при помощи 
Cas9-опосредованной замены аллеля в геномном 
контексте  [41]. Технические ограничения метода 
MPRA также включают в себя длину тестируемых 
фрагментов ДНК до  130–230  п.н. и количество те-
стируемых конструкций – до 100–200 тысяч после-
довательностей  [42].

Существуют высокопроизводительные подхо-
ды, в которых используются последовательности, 
полученные из геномной ДНК. Так, метод SuRE 
(Survey of Regulatory Elements) был разработан с 

использованием данных секвенирования гено-
мов клеточных линий, происходящих от четырех 
различных этнических групп, и оптимизирован 
для изучения потенциального влияния однону-
клеотидной замены на активность регуляторных 
элементов  [43]. Случайные фрагменты геномной 
ДНК длиной в несколько сотен  п.н. клонируются 
в репортерную плазмиду без промотора, которая 
при трансфекции в культивируемые клетки про-
дуцирует транскрипт только в том случае, если 
вставленный фрагмент несет функциональный 
сайт начала транскрипции. Так как транскрипты 
могут производить как активные промоторы, так 
и энхансеры, этот метод позволяет анализировать 
активность обоих типов регуляторных элемен-
тов. Как и в методе MPRA, транскрипты анали-
зируются с помощью высокопроизводительного 
секвенирования и количественно оцениваются с 
использованием баркода, уникального для каж-
дого изучаемого геномного фрагмента. Такой под-
ход позволяет протестировать активность регуля-
торных элементов, содержащих альтернативные 
аллели нескольких миллионов различных SNP 
(то  есть большинства из известных).

Еще один метод, позволяющий идентифициро-
вать raQTL – High-resolution Dissection of Regulatory 
Activity (HiDRA)  [42]  – также использует фрагмен-
тацию геномной ДНК и представляет собой ком-
бинацию подходов ATAC-seq и STARR-seq. ATAC-seq 
(Assay for Transposase-Accessible Chromatin using se
quencing) позволяет обогатить образцы доступным  
для транспозазы, т.е. открытым, хроматином, в то 
время как STARR-seq (Self-Transcribing Active Reg- 
ulatory Region sequencing) представляет собой ре-
портерный анализ, в ходе которого предполагае-
мые регуляторные элементы (способные повышать 
транскрипционную активность репортера) клони-
руются в 3′-НТО гена-репортера и, таким образом, 
способствуют собственной транскрипции. Затем 
активные последовательности ДНК идентифици-
руют и количественно оценивают с помощью вы-
сокопроизводительного секвенирования РНК [44]. 
Так, с помощью HiDRA в локусе гена  IKZF3 был 
найден драйверный элемент длиной 76 п.н., вклю-
чающий в себя rs12946510, который ассоциирован 
с рассеянным склерозом, что позволяет выделить 
этот SNP в качестве потенциально функциональ-
ного  [42]. Действительно, при дальнейшем функ-
циональном тестировании было показано, что 
присутствие рискового аллеля rs12946510 снижало 
активацию Т-хелперов и экспрессию генов IKZF3 и 
ORMDL3 [45]. Важным этапом обработки результа-
тов каждого из описанных высокопроизводитель-
ных методов является использование вероятност-
ных математических моделей, таких, например, 
как алгоритм SHARPR-RE (Systematic High-resolution 
Activation and Repression Prediction from Reporter 
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assays with Random Endpoints)  [46], для анализа 
наложения последовательностей и оценки влия-
ния конкретных нуклеотидов на активность этих 
последовательностей.

К высокопроизводительным репортерным 
анализам полиморфных вариантов относится ме
тод MaPSY (Massively Parallel Splicing Assay)  [47], 
который был использован для изучения наруше-
ний сплайсинга при расстройствах аутистиче-
ского спектра. По  результатам скрининга были 
охарактеризованы генетические варианты в генах 
TNRC6C, MAPK8IP1 и USP45 и показано, что белки 
семейства  TNRC6 могут увеличивать риск разви-
тия аутизма  [48]. Недавно был предложен метод 
Cre-зависимого MPRA in vivo для функционального 
анализа библиотеки 3′-НТО с генетическими ва-
риантами, ассоциированными с аутизмом. Коли-
чественная оценка транскриптов в зависимости 
от активности регуляторного элемента осущест-
влялась в определенных типах нейронов за счет 
трансдукции библиотек в ткани мозга мышей с 
тканеспецифической экспрессией Cre-рекомбина-
зы. Этот метод позволяет изучить регуляторный 
эффект в более релевантном клеточном контексте, 
поскольку нейроны имеют совершенно другую 
экспрессию транс-действующих факторов (напри-
мер, ТФ и микроРНК), чем клеточные линии  [49].

Главное ограничение методов, основанных 
на репортерных тестах, состоит в отсутствии 
релевантного хроматинового контекста, который 
сопровождает регуляторный элемент в нативном 
геноме. Отчасти это ограничение снимается в ме-
тоде lentiMPRA, когда библиотека с исследуемыми 
регуляторными элементами создается в лентиви-
русном векторе, который интегрируется в геном, 
обеспечивая анализ транскрипции внутри хрома-
тинового контекста  [50].

ФУНКЦИОНАЛЬНЫЙ АНАЛИЗ  
ГЕНЕТИЧЕСКИХ ПОЛИМОРФИЗМОВ  

В НАТИВНОМ ГЕНОМНОМ КОНТЕКСТЕ

Говоря о влиянии генетических вариантов 
на патогенез заболевания, важно учитывать 
контекст хроматина, который, в свою очередь, 
различается у разных типов и функциональных 
состояний клеток. Картирование eQTL само по 
себе позволяет связать конкретный генотип с из-
менением уровней мРНК потенциальных генов-
мишеней в нативном геномном контексте, в том 
числе тканеспецифично [51, 52]. Функциональная 
связь генов с регуляторными локусами, находя-
щимися на расстоянии от них, может быть най-
дена с помощью определения трехмерной орга-
низации хроматина такими методами, как Hi-C 
(high-throughput chromosome conformation capture), 

ChIA-PET (chromatin interaction analysis with paired-
end tag sequencing) и их модификациями  [53,  54]. 
Сопоставление трехмерных тканеспецифических 
геномных карт с болезнь-ассоциированными ре-
гуляторными SNP позволяет идентифицировать 
наиболее вероятные гены-участники патогенеза. 
Наиболее точным методом проверки построен-
ных таким образом гипотез является редакти-
рование генома и получение клеток с нужными 
комбинациями вариантов. Точное и эффективное 
редактирование отдельных нуклеотидов в геноме 
человека стало трудновыполнимой, но реальной 
задачей благодаря РНК-программируемым бак-
териальным нуклеазам, найденным в системе 
CRISPR  (clustered regularly interspaced short palin
dromic repeats)-Cas  [55]. Двухцепочечный разрыв 
ДНК (ДЦР), индуцированный в целевом сайте нук-
леазой  Cas9 из Streptococcus pyogenes (наиболее 
популярным на настоящий момент геномным 
редактором), запускает клеточные механизмы 
репарации ДНК, в том числе гомологически на-
правленную репарацию HDR  [56], которая задей-
ствована в методах семейства CRISPR-HDR, когда 
восстановление целевого участка происходит в 
присутствии гомологичной последовательности 
ДНК, содержащей нужный аллельный вариант.

Данный метод, использованный во многих ра-
ботах по изучению полиморфизмов [57,  58], имеет 
существенное ограничение по эффективности, так 
как у млекопитающих репарация ДЦР преимуще-
ственно происходит с помощью негомологическо-
го соединения концов (NHEJ)  [59]. Исходя из этих 
особенностей, редактирование CRISPR-HDR требует 
больших усилий и может приводить к наруше-
ниям экспрессии близлежащих генов [45]. Другим  
подходом к точному редактированию генома, 
хорошо проявляющим себя в подходящем нук-
леотидном контексте, является редактирование 
азотистых оснований (BE, base editing) с помощью 
каталитически неактивной  dCas9 (dead  Cas9) или  
Cas9 с никазной активностью  (nCas9), слитой с 
ферментом дезаминазой. В  зависимости от спе-
цифичности фермента выделяют цитозиновые 
(преобразуют C•G в T•A) и адениновые (A•T в G•C) 
редакторы, а также редактор с цитидиндезами-
назой и урацил-ДНК-гликозилазой (преобразуют 
C•G в G•C)  [60–63]. Так, с помощью технологии 
цитозинового редактора был исследован поли-
морфизм rs12603332, ассоциированный с риском 
развития астмы, и показано его влияние на экс-
прессию генов регулятора биосинтеза сфинголи-
пидов ORMDL3 и модулятора клеточного ответа 
на стресс ATF6α в Т-клеточной линии Jurkat  [64].  
Благодаря отсутствию этапа образования ДЦР 
метод BE является более безопасным для клеток, 
чем CRISPR-HDR, однако он имеет ограничения в 
плане активности ферментов и нецелевого редак-
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тирования близлежащих нуклеотидов [60,  61]. Еще 
один недавно разработанный перспективный под-
ход к редактированию генома  – праймированное 
редактирование (prime editing). Редактор основан 
на мутантной нуклеазе Cas9, вносящей одноцепо-
чечные разрывы (nCas9), слитой с обратной тран-
скриптазой (MMLV  RT), и использует модифици-
рованную направляющую РНК (pegRNA), которая 
одновременно определяет целевой сайт для nCas9, 
выступает в роли праймера для MMLV  RT и явля-
ется РНК-матрицей для синтеза новой последо-
вательности  ДНК. Отредактированная цепь ДНК 
затем включается в геном посредством эндоген-
ных клеточных процессов  [65].

Благодаря высокой точности редактирования 
и более широкой, чем у стандартных редакторов 
оснований, области применения, праймирован-
ное редактирование имеет большой потенциал 
для работы с однонуклеотидными полимор-
физмами. С  помощью однонуклеотидных замен 
осуществляют направленную эволюцию, при-
меняемую в селекции сельскохозяйственных куль-
тур  [66,  67]. В  мышиных моделях была показана 
низкая внецелевая активность праймированного 
редактирования при изменении варианта некоди-
рующего полиморфизма в сравнении CRISPR-HDR-
методом [68]. Также с помощью Prime-редактирова-
ния в миобластах человека была скорректирована 
мутация в белок-кодирующей части гена кальцие-
вого канала  RYR1, связанная с двигательными 
нарушениями  [69]. Основным принципиальным 
ограничением метода праймированного редакти-
рования является большой размер и сложности с 
доставкой редактора в клетки  [70]. При построе-
нии систем для высокопроизводительного скри-
нинга проблема доставки может быть решена при 
помощи лентивирусной трансдукции целевых 
клеток конструктами, кодирующими редактор и 
pegRNA. Последующее культивирование клеток 
в течение нескольких недель позволяет достичь 
эффективности редактирования, достаточной для 
исследования функционального эффекта сотен и 
даже тысяч однонуклеотидных замен в одном экс-
перименте  [71].

ИДЕНТИФИКАЦИЯ  
ТРАНСКРИПЦИОННЫХ ФАКТОРОВ,  

ОПОСРЕДУЮЩИХ АЛЛЕЛЬ-СПЕЦИФИЧЕСКУЮ 
РАЗНИЦУ АКТИВНОСТИ  

РЕГУЛЯТОРНЫХ ЭЛЕМЕНТОВ

Определение различных типов QTL  (eQTL, 
raQTL и  т.д.) не дает информации о конкретном 
молекулярном механизме, на который влияет 
определенный генетический вариант, поэтому 
остается актуальной дальнейшая функциональная 

аннотация. Как упоминалось ранее, к механизмам 
влияния полиморфизмов на функции регулятор-
ного элемента относятся изменения свойств про-
моторных и энхансерных областей, 5′-НТО и 3′-НТО, 
нкРНК, а также нарушения сплайсинга. Наиболее 
изученной причиной зависимости свойств регуля-
торных элементов от располагающихся в них SNP 
является способность однонуклеотидной замены 
влиять на сродство к функциональному тран-
скрипционному фактору.

Существуют разнообразные in  silico подходы 
для предсказания предпочтительных мотивов 
связывания  ТФ, в большинстве случаев основан-
ные на позиционных весовых матрицах (PWM, 
Positional Weight Matrix), формируемых с помощью 
множественного выравнивания ТФ-связывающих 
последовательностей  [72,  73]. В  свою очередь, ин-
формация о конкретных ТФ-связывающих после-
довательностях может быть получена с помощью 
высокопроизводительных методов полногеном-
ного картирования сайтов связывания in  vivo, 
например, основанных на иммунопреципитации 
хроматина  ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) 
или на высокопроизводительном HT-SELEX (high- 
throughput systematic evolution of ligands by expo
nential enrichment) для отбора последовательно-
стей связывания ТФ in  vitro  [74]. Для идентифика-
ции последовательностей генома, связанных со 
специфическими белками в их нативном хромати-
новом контексте, используют метод ChIP-seq, соче-
тающий в себе иммунопреципитацию хроматина 
с последующим высокопроизводительным секве-
нированием ДНК  [75]. Последовательности, опти-
мальные для связывания определенного  ТФ (воз-
можно, не существующие в природе), ищут при 
помощи SELEX-семейства методик обогащения биб-
лиотек случайно сгенерированных олигонуклео-
тидов специфическими последовательностями с 
высоким сродством к данному ТФ  [76]. К  широко 
известным базам данных, основанных на методе 
PWM, относятся TRANSFAC  [77], HOCOMOCO  [78], 
JASPAR  [79], HOMER  [80], iRegulon  [81] и  др. Био-
информатические приложения позволяют оцени-
вать потенциальное изменение силы связывания 
ТФ в зависимости от варианта полиморфизма. 
Эффективность аллель-специфического связыва-
ния  ТФ может быть оценена непосредственно по 
данным ChIP-Seq, если глубина секвенирования 
позволяет обнаружить статистически значимые 
отклонения в частотах альтернативных алле-
лей SNP в сайте связывания  [82,  83]. Комбинация 
ChIP с количественным определением аллелей, 
ChIP-AS-qPCR  (ChIP-based allele-specific quantitative 
PCR), позволяет измерить влияние аллельных 
вариантов на эффективность связывания ТФ в 
живой клетке  [57]. Был предложен высокопро-
изводительный вариант анализа связывания ТФ 
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с полиморфизмами регуляторных областей SNP-
SELEX на основе HT-SELEX. Этот метод позволяет 
анализировать влияние порядка 100  000 аллель-
ных вариантов потенциально регуляторных SNP 
(GWAS-аннотированных) на связывание несколь-
ких сотен ТФ [84]. К экспериментальным подходам 
идентификации ТФ можно также отнести класси-
ческий метод анализа ДНК-белковых взаимодей-
ствий, основанный на сдвиге электрофоретиче-
ской подвижности – EMSA (electrophoretic mobility 
shift assay). В процессе EMSA происходит специфи-
ческое связывание исследуемых белков с меченой 
олигонуклеотидной пробой с последующим ана-
лизом подвижности таких фрагментов при элек-
трофорезе в полиакриламидном геле в нативных 
условиях, причем количество образующегося ком-
плекса позволяет оценить относительную силу 
связывания  [85]. Специфичность определения 
белковых компонентов в комплексах достигается 
путем добавления антитела к конкретному белку 
в реакции: EMSA–supershift [86]. Также существуют 
высокопроизводительные методы анализа боль-
шого количества SNP на предмет влияния аллель-
ных вариантов на связывание ТФ, основанные на 
инкубации SNP-содержащих олигонуклеотидов 
с ядерным экстрактом из интересующего типа 
клеток, с последующим анализом обогащенных 
библиотек c помощью секвенирования; к таким 
методам относятся SNPs-Seq  [57] и Reel-Seq  [87]. 
Ни один из этих методов сам по себе не позволяет 
установить, какой ТФ связывается с конкретным 
аллельным вариантом, однако такая информация 
может быть получена с помощью масс-спектро-
метрии и/или с использованием очищенного  ТФ 
вместо ядерного экстракта  [24,  88].

Среди удобных биоинформатических баз дан-
ных для точечного анализа интересующего SNP 

можно выделить онлайн-ресурс PERFECTOS-ARE 
https://opera.autosome.org/perfectosape  [76], в кото-
ром собраны предсказанные мотивы сайтов свя-
зывания ТФ из ряда баз данных: HOCOMOCO  [78], 
JASPAR [79], HT-SELEX [89] и других. Другой биоин-
форматический ресурс, ADASTRA [82], содержащий 
обширные данные об аллель-специфическом свя-
зывании ТФ с аллельными вариантами в разных 
типах клеток, базируется на данных HOCOMOCO 
и SPRy-SARUS  [90], а также на аллель-специфич-
ных данных ДНКазного футпринтинга [91]. Ресурс 
ANANASTRA  [92], построенный на основе систе-
матического анализа аллельного дисбаланса в 
экспериментах ChIP-Seq, позволяет аннотировать 
большое количество генетических вариантов па-
раллельно.

В качестве примеров использования такой 
аннотации можно привести функциональную 
характеристику SNP rs7873784 и rs71327024, рас-
положенных в регуляторных областях генов TLR4 
и CXCR6 соответственно  [13,  31]. По  результатам 
GWAS для обоих SNP была показана ассоциация 
с заболеваниями: минорный С-аллель rs7873784 
ассоциирован с ревматоидным артритом, а минор-
ный Т-аллель rs71327024 ассоциирован с тяжелым 
течением COVID-19. Репортерные тесты показали, 
что оба SNP являются raQTL, поэтому с помощью 
биоинформатического анализа были найдены 
релевантные для соответствующих типов кле-
ток  ТФ PU.1  (rs7873784) и c-Myb  (rs71327024), ал-
лель-зависимо связывающиеся с сайтами, содер-
жащими  SNP. Для подтверждения этой гипотезы 
был проведен генетический нокдаун ТФ с исполь-
зованием малых интерферирующих РНК (siRNA) и 
метод иммунопреципитации «ДНК pull-down» [93]. 
Последний метод включает в себя инкубацию 
олигонуклеотидов, содержащих альтернативные 

Рис.  2. Методы определения функциональных транскрипционных факторов, аллель-специфически связыва-
ющихся с областью полиморфизма (изображение сделано с помощью BioRender.com)

https://opera.autosome.org/perfectosape
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варианты SNP, с ядерным экстрактом из релевант-
ных клеток, иммунопреципитацию специфиче-
скими антителами к предсказанному ТФ и после-
дующую количественную оценку обогащенных 
олигонуклеотидов. Описанные методы определе-
ния транскрипционных факторов, эффективность 
связывания которых зависит от аллеля полимор-
физма, представлены  на  рис.  2.

Благодаря постоянно растущему объему дан-
ных и современным моделям машинного обуче-
ния, биоинформатические расчеты позволяют со 
все большей точностью аннотировать кандидат-
ные  ТФ, аллель-специфически связывающиеся с 
областью SNP  [94–96]. Однако клиническая вали-
дация и тем более использование этих данных в 
диагностике и, возможно, в терапии заболеваний 
возможны только после экспериментального под-
тверждения в разных типах клеток в релевантном 
функциональном контексте.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время благодаря метаанализу 
большого количества экспериментальных дан-
ных создаются биоинформатические приложения 
для поиска наиболее вероятных функциональных 
генетических вариантов, а также предсказания 
конкретных механизмов их влияния на патогенез 
заболеваний. Подавляющая часть генетических 
вариантов располагается в некодирующих обла-
стях генома и влияет на функционирование генов 

за счет регуляции их экспрессии. Такая регуляция 
может широко варьироваться в зависимости от 
типа клеток и их функционального состояния, 
что не всегда учитывается в in  silico подходах, 
допускающих статистические обобщения. В  свя-
зи с этим остается актуальной необходимость 
в разносторонних экспериментальных методах 
характеристики конкретных генетических вари-
антов. Наиболее информативным способом изуче-
ния влияния генетических вариантов на фенотип 
является создание точных генетических моделей 
с помощью технологий редактирования генома. 
Однако из-за сложности процедуры точного редак-
тирования по-прежнему сохраняет актуальность 
предварительная характеристика исследуемых 
аллельных вариантов с использованием репор-
терных тестов.
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Currently, numerous associations between genetic polymorphisms and various diseases have been 
characterized through Genome-Wide Association Studies. The majority of clinically significant poly-
morphisms are localized in non-coding regions of the genome. While modern bioinformatic resources 
make it possible to predict molecular mechanisms that explain the influence of non-coding polymor-
phisms on gene expression, such hypotheses require experimental verification. This review discusses 
the methods for elucidating the molecular mechanisms underlying the dependence of disease patho-
genesis on specific genetic variants within non-coding sequences. A particular focus is on the methods 
to identify the transcription factors with binding efficiency contingent upon polymorphic variations. 
Despite remarkable progress in the bioinformatic resources enabling the prediction of the impact of 
polymorphisms on disease pathogenesis, the imperative for experimental approaches to this inquiry 
still persists.

Keywords: functional polymorphisms, regulatory genomic regions, transcription factors, reporter analy-
sis, CRISPR-Cas
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Накопление в геномной ДНК повреждений различного происхождения может приводить к нару-
шению стабильности генома, что рассматривается как одна из главных причин старения кле-
ток. Имеющиеся в клетках млекопитающих системы репарации ДНК обеспечивают эффективное 
удаление повреждений и восстановление структуры генома, в связи с чем активность данных  
систем, как предполагается, может быть взаимосвязана с высокой максимальной продолжитель-
ностью жизни, наблюдаемой у долгоживущих млекопитающих. В обзоре обсуждаются имеющиеся  
к настоящему времени результаты работ по определению активности систем репарации ДНК 
и изучению свойств ключевых белков-регуляторов данного процесса в клетках долгоживущих 
грызунов и летучих мышей. На  основании рассмотренных в обзоре работ можно заключить, 
что долгоживущие грызуны и летучие мыши, в целом, демонстрируют высокую эффективность 
в функционировании и регуляции систем репарации ДНК. Тем не менее в контексте изучения 
репарации ДНК в клетках долгоживущих грызунов и летучих мышей все еще остается ряд 
недостаточно изученных вопросов, которые открывают перспективы к проведению дальнейших 
исследований.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: репарация ДНК, клеточное старение, долголетие, поли(ADP-рибоза)-поли-
мераза 1, сиртуин 6.

DOI: 10.31857/S0320972524060032 EDN: XMKEQY

Принятые сокращения: BER – эксцизионная репарация оснований; HR – гомологичная рекомбинация; NER – 
эксцизионная репарация нуклеотидов; NHEJ  – негомологичное соединение концов  ДНК; PARP1  – поли(ADP-
рибоза)-полимераза 1; SIRT6 – гистондеацетилаза сиртуин 6.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Старение представляет собой возрастное ухуд-
шение физиологических функций организма, ко-
торое может стать основой для развития сердеч-
но-сосудистых, раковых и нейродегенеративных 
заболеваний. На  клеточном уровне процесс ста-
рения проявляется в результате патологических 
изменений клеточного гомеостаза, сопровождаясь 
необратимой остановкой клеточного цикла, при-
обретением клетками характерного фенотипа, 
развитием хронической воспалительной реакции 
на тканевом уровне и многими другими призна-

ками  [1]. Возрастное накопление «стареющих» 
клеток в организме, обусловленное снижением 
эффективности их удаления из тканей, способству-
ет старению организма и развитию ассоциирован-
ных со старением заболеваний [2]. Одной из глав-
ных причин старения клеток является нарушение 
структуры генома, которое может возникать как 
спонтанно (ошибки репликации, дезаминирова-
ние азотистых оснований и депуринизация), так 
и в результате воздействия факторов экзогенного 
(УФ-излучение, лекарственные препараты и  т.д.) 
и эндогенного (реакционноспособные формы 
кислорода) происхождения  [3–6]. В  поддержание 
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стабильности генома млекопитающих вовлечены 
различные клеточные механизмы [7–9], среди ко-
торых важнейшую роль играют системы репара-
ции  ДНК. Рассмотрению связи репарации ДНК со 
старением посвящено много работ [5, 10, 11]; и на 
сегодняшний день известно, что снижение актив-
ности систем репарации ДНК ведет к увеличению 
количества повреждений в геноме и скорости их 
накопления, что значительно увеличивает риск 
развития патологий, ассоциированных со старени-
ем [9, 12, 13]. Вместе с тем результаты сравнитель-
ных исследований активности систем репарации 
ДНК, а также характерных особенностей, сопря-
женных с функционированием и регуляцией этих 
систем у долгоживущих млекопитающих, практи-
чески не обсуждались ранее. Представление акту-
альной информации о функциональном статусе 
систем репарации ДНК и особенностях работы 
соответствующих белков в клетках долгоживущих 
млекопитающих могло бы способствовать более 
детальному пониманию связи репарации ДНК со 
старением.

Наиболее популярными моделями при про-
ведении сравнительных исследований старения 
у млекопитающих являются различные предста-
вители отряда грызунов (Rodentia)  [14–16], среди 
которых имеются животные, демонстрирующие 
высокую максимальную продолжительность 
жизни (более чем 30  лет), устойчивость к дли-
тельному воздействию окислительного стресса и 
раковым заболеваниям [17–19]. Большое внимание 
привлечено также к летучим мышам (Chiroptera),  
как потенциальным моделям для изучения ста-
рения у млекопитающих, в связи с выявленной 
у многих представителей этого отряда высокой 
максимальной продолжительности жизни (~30–
40  лет) и практически неисследованными осо-
бенностями функционирования систем репарации 
ДНК в их клетках  [20]. Таким образом, поиск и 
изучение этих особенностей, которые могут спо-
собствовать стабильности генома и обеспечивать 
высокую продолжительность жизни долгоживу-
щих грызунов и летучих мышей, представляет 
огромный исследовательский интерес.

Целью данного обзора является рассмотре-
ние актуальных данных об активности систем 
репарации ДНК в клетках долгоживущих гры-
зунов и летучих мышей. Первая часть обзора 
посвящена описанию результатов исследования 
активности систем репарации ДНК в клетках этих 
млекопитающих. Во  второй части обзора обсу-
ждаются результаты исследования активности 
NAD+-зависимых поли(ADP-рибоза)-полимеразы  1 
(poly  (ADP–ribose)polymerase  1, PARP1) и гистонде-
ацетилазы сиртуина  6 (sirtuin  6, SIRT6), как основ-
ных белков-регуляторов процессов репарации 
ДНК. Обзор частично перекрывается с недавно 

опубликованными работами Yamamura  et  al.  [19], 
Gorbunova et al. [20] и Boughey et al. [21]. Представ-
ленная в обзоре информация о результатах, полу-
ченных при исследовании процессов репарации 
ДНК в клетках долгоживущих грызунов и летучих 
мышей, может быть актуальна и полезна для ис-
следователей, нацеленных не только на изучение 
молекулярных основ долголетия млекопитающих, 
в том числе человека, но и на разработку эффек-
тивных стратегий продления жизни и лечение 
заболеваний, ассоциированных со старением.

АКТИВНОСТЬ СИСТЕМ РЕПАРАЦИИ ДНК

В ответ на повреждения ДНК в клетке акти-
вируются специализированные системы репара-
ции ДНК, работа которых сопряжена с регуля-
цией клеточного цикла и процессом клеточной 
гибели [22]. Серьезными нарушениями структуры 
генома, которые при длительном сохранении мо-
гут приводить к гибели клеток или переходу их 
в состояние клеточного старения, являются спон-
танно образуемые апурин/апиримидиновые  (АП) 
сайты, одно- и двухцепочечные разрывы, межце-
почечные сшивки ДНК–ДНК, а также сшивки ДНК–
белок и различные объемные повреждения ДНК. 
При эффективной работе систем репарации ДНК, 
таких как эксцизионная репарация оснований 
(base excision repair, BER) и нуклеотидов (nucleotide 
excision repair, NER), а также процессов гомологич-
ной рекомбинации (homologous recombination, HR) 
и негомологичного соединения концов (non-homol
ogous end joining, NHEJ), обеспечивающих удаление 
широкого спектра повреждений, клеткам удается 
поддерживать структуру генома, что способствует 
их нормальной жизнедеятельности. Это дает осно-
вание выдвигать репарацию ДНК на роль одного 
из основных факторов, способствующих долго-
летию  [5]. При поиске взаимосвязи максималь-
ной продолжительности жизни и эффективности 
функционирования данных систем репарации 
ДНК был выполнен ряд экспериментальных работ 
по сравнительному изучению репаративного ста-
туса клеток млекопитающих с различной макси-
мальной продолжительностью жизни: человека, 
грызунов и летучих мышей.

Секвенирование РНК (RNA sequencing, RNA-seq)  
и последующий анализ экспрессии 130 генов бел-
ков, вовлеченных в репарацию ДНК, выявили, 
что уровни экспрессии более чем 30  генов, среди 
которых были гены, кодирующие белки, участвую-
щие в процессах BER и NHEJ, в клетках печени 
голого землекопа (Heterocephalus glaber, ~28  лет) 
и человека были заметно выше по сравнению 
с  клетками мыши (Mus musculus, ~4  года)  [23,  24]. 
Выполненный позже с помощью qPCR количе-
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ственный анализ содержания мРНК показал, что 
в течение 24  часов после УФ-облучения уровни 
экспрессии ряда генов белков BER и NER в фибро-
бластах мыши значительно возрастали, в то время 
как клетки голого землекопа не демонстрировали 
выраженного ответа на уровне экспрессии этих ге-
нов. При этом сравнительная оценка активности 
данных систем репарации показала, что актив-
ность белков репарации ДНК у голого землекопа 
в 1,5–3  раза выше, чем у  мыши  [25].

В работе Tian et al.  [26] методом реактивации 
экспрессии репортерного белка в клетках хозяи-
на (host cell reactivation, HCR) было показано, что 
эффективность репарации плазмиды, содержащей 
множественные УФ-повреждения, белками NER 
in vivo значительно варьирует среди 18 видов гры-
зунов и не коррелирует с продолжительностью 
жизни. В  то же время аналогичным методом, но 
с использованием другой модельной плазмиды, 
была впервые установлена прямая корреляция 
между эффективностью репарации двухцепочеч-
ных разрывов белками систем NHEJ и гомологич-
ной рекомбинации (homologus recombination, HR) 
в легочных (r2  =  0,31; P  <  0,05) и кожных (r2  =  0,57; 
P  <  0,01) фибробластах и продолжительностью 
жизни исследуемой группы грызунов  [26]. Не-
смотря на некоторые недостатки, связанные со 
сложностью получения модельных плазмид, до-
стоинства метода HCR делают его дальнейшее 
применение особенно востребованным для воз-
можности измерения активности систем репара-
ции ДНК на уровне клеток  [27].

С помощью RNA-seq было показано, что клет-
ки долгоживущей ближневосточной слепушонки 
(Spalax ehrenbergi, ~20  лет) также демонстрируют 
более высокие уровни экспрессии генов белков 
BER и HR по сравнению с клетками короткоживу-
щих серой крысы (Rattus norvegicus, ~5  лет)  [28] и 
мыши  [29]. Схожие уровни экспрессии генов ре-
парации ДНК у слепушонки и голого землекопа, 
как предполагается, могут быть следствием адап-
тации к гипоксическим условиям их обитания. 
Повышение экспрессии генов белков репарации 
ДНК в условиях гипоксии также наблюдается и у 
некоторых других грызунов  [30,  31].

Выявленная в последующих работах высокая 
устойчивость клеток голого землекопа к воздей-
ствию ДНК-повреждающих агентов (метилметан 
сульфонат, 5-фторурацил и этопозид)  [32] и гам-
ма-излучения  [33,  34] может быть результатом 
эффективного функционирования систем репара-
ции  ДНК. Фибробласты кожи долгоживущей сле-
пушонки также демонстрируют более высокую 
устойчивость к воздействию этопозида по сравне-
нию с клетками человека и мыши, что позволяет 
клеткам слепушонки избегать индуцированного 
стрессом старения  [35].

Полногеномное секвенирование клеток ки-
шечника и кожи 18  представителей млекопита-
ющих и последующий статистический анализ 
результатов показали, что скорость накопления 
мутаций в геноме соматических клеток находит-
ся в обратной корреляции с продолжительностью 
жизни млекопитающих  [36]. Примечательно, что 
скорость накопления мутаций в соматических 
клетках голого землекопа была почти в 8  раз 
ниже, чем у мыши. В  работе Robinson  et  al.  [12] 
была проведена количественная оценка уровня 
и скорости накопления спонтанно образуемых 
циклопуриновых повреждений ДНК в клетках 
мышей дикого типа и в клетках мышей с пони-
женной экспрессией ERCC1 (NER). С использовани-
ем масс-спектрометрии было показано, что уро-
вень содержания циклопуринов в клетках мышей 
ERCC1–/∆ 5-месячного возраста был выше, чем у 
мышей дикого типа, и сопоставим с уровнем  у 
трехлетних мышей дикого типа. Таким образом, 
при отсутствии функционально активной NER 
скорость накопления спонтанных повреждений 
ДНК в клетках увеличивается, а уровень спонтан-
ных повреждений достигает такового, характер-
ного для стареющих клеток. Результаты анализа 
β-галактозидазной активности в совокупности с 
данными, полученными с помощью метода  FISH, 
показали, что данные повреждения, будучи не 
устраненными, могут способствовать старению 
клеток в тканях млекопитающих [12]. Эти предпо-
ложения были экспериментально подтверждены 
при дальнейшем изучении мутантных мышей с 
нокаутом гена  ERCC1, которые демонстрировали 
хроническую воспалительную реакцию и харак-
терный старческий фенотип  [37].

Исследований, направленных на изучение 
репарации ДНК в клетках летучих мышей, про-
ведено относительно мало; в контексте опре-
деления активности различных систем репара-
ции ДНК исследования прежде не проводились. 
Сравнительный транскриптомный анализ кле-
ток различных тканей большой ночницы (Myotis 
myotis, ~37  лет) и других млекопитающих с раз-
ной продолжительностью жизни, среди кото-
рых были мышь, серая крыса, человек и голый 
землекоп, показал, что в клетках большой ноч-
ницы повышен уровень экспрессии генов ряда 
белков, участвующих в репарации ДНК и регу-
ляции клеточного цикла (например, ATM, PARP1, 
RAD50, RFC3, RPA1, MLH3, XRCC5)  [38]. Выполнен-
ный позднее транскриптомный анализ образцов 
крови долгоживущей большой ночницы выявил 
повышенный уровень экспрессии 32 генов белков 
различных систем репарации ДНК, среди кото-
рых 13  генов кодируют белки системы NER  [39].  
Примечательно, что уровни экспрессии генов 
белков репарации ДНК в клетках большой ноч-
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ницы увеличиваются с возрастом, в то время как 
в клетках человека наблюдается снижение уров-
ней экспрессии этих генов. С использованием тех 
же методов и образцов авторы данной работы 
позднее провели сравнительный транскриптом-
ный анализ клеток долгоживущей большой ноч-
ницы и короткоживущего бархатного складчато-
губа (Molossus molossus, ~5,6  лет) и показали, что 
уровни экспрессии генов белков репарации ДНК и 
генов белков макроаутофагии значительно повы-
шены именно в клетках долгоживущей большой  
ночницы  [40].

На основании рассмотренных данных можно 
заключить, что долгоживущие грызуны, в отли-
чие от короткоживущих, действительно демон-
стрируют высокую активность систем репарации 
ДНК, что способствует своевременному удалению 
возникающих повреждений ДНК и, как следствие, 
снижению уровня и скорости их накопления в ге-
номе. В  совокупности эти данные подтверждают 
современные представления о роли репарации 
ДНК в старении млекопитающих [5]. Однако неко-
торые противоречия, которые наблюдаются при 
сопоставлении результатов транскриптомного ана-
лиза и оценки активности систем репарации ДНК 
у грызунов  [23–25], указывают на необходимость 
проведения экспериментов, направленных на 
дальнейшую идентификацию и изучение белков-
участников этого процесса протеомными метода-
ми, а также на оценку их активности, поскольку 
уровни экспрессии генов не всегда коррелируют 
с уровнями экспрессии соответствующих белков, 
их содержанием в клетке и тем более с их актив-
ностью. Для долгоживущих летучих мышей пока-
зано лишь увеличение уровня экспрессии генов, 
кодирующих белки репарации ДНК, и ничего 
не известно о функциональном статусе систем 
репарации ДНК в их клетках. Таким образом, 
необходимы дальнейшие исследования с приме-
нением методов определения активности систем 
репарации ДНК и количественной оценки уровня 
повреждений  ДНК.

PARP1 И SIRT6 –  
КЛЮЧЕВЫЕ РЕГУЛЯТОРЫ РЕПАРАЦИИ ДНК

Эффективный поиск повреждений, сборка ре-
парационных комплексов и работа белков репа-
рации в значительной степени затруднены вви-
ду хроматиновой компактизации генома. В  этой 
связи особое внимание привлекают два NAD+-за-
висимых белка  – PARP1 и SIRT6, которые играют 
ключевую роль во многих клеточных процессах, 
включая регуляцию работы белков репарации, 
в  том числе и доступ последних в хроматиновые 
области  [41,  42].

Наряду с ферментативными функциями PARP1 
и SIRT6 выполняют роль «сенсоров» повреждений 
в ДНК. Проводя реакцию поли (ADP-рибозил)ирова-
ния при активации ферментативной активности, 
вызванной связыванием с повреждением в ДНК, 
PARP1 способна привлекать к месту повреждения 
факторы ремоделирования хроматина и белки 
репарации ДНК, регулируя их и свою собствен-
ную активность  [43–45]. Имеются данные о том, 
что через взаимодействие с автомодифицирован-
ной PARP1 в процесс репарации ДНК вовлекается 
белок  p53  [46], который играет важную роль в 
определении судьбы клетки  [47,  48]. Синтезируе-
мые PARP1 разветвленные полимеры поли(ADP-
рибозы) (poly(ADP-ribose), PAR) участвуют в обра-
зовании немембранных структур, так называемых 
компартментов, в которых на поврежденном 
участке ДНК концентрируются белки комплек-
сов репарации для эффективного осуществления 
этого процесса  [49–51]. SIRT6, который произво-
дит деацетилирование гистонов и других белков, 
регулируя их активность, способствует привле-
чению факторов ремоделирования хроматина и 
связыванию белков репарации с поврежденными 
участками ДНК [52, 53]. В ряде работ показано, что 
SIRT6 одним из первых связывается с двухцепо-
чечными разрывами ДНК, способствуя привлече-
нию и моно(ADP-рибозил)ированию PARP1 [54,  55].  
В  то же время есть данные, что первым с двух-
цепочечными разрывами ДНК связывается PARP1, 
инициируя дальнейшие процессы NHEJ или 
HR [56, 57]. Помимо репарации ДНК, PARP1 и SIRT6 
активно вовлечены в поддержание целостности 
теломер и регуляцию клеточного цикла  [41,  52].

Работ по изучению PARP1 и SIRT6 проведено 
достаточно много, однако функционирование этих 
белков ввиду их широкой вовлеченности в са-
мые разнообразные клеточные процессы все еще  
нуждается в детальном изучении. Большой инте-
рес представляет функциональная взаимосвязь 
PARP1 и SIRT6 в контексте репарации  ДНК, по-
скольку для осуществления своих каталитических 
функций оба белка задействуют внутриядерный 
пул NAD+ и, по всей видимости, конкурируют за 
него  [58]. Не до конца выясненным остается во-
прос о совместном участии PARP1 и SIRT6 в репа-
рации одноцепочечных и двухцепочечных раз-
рывов ДНК; представленные в литературе данные 
расходятся  [54–57].

В контексте изучения старения также име-
ются противоречивые экспериментальные дан-
ные о роли PARP1, полученные с использованием 
мышей, нокаутных по гену  PARP1. Есть данные, 
которые позволяют полагать, что из-за вовлечен-
ности в активацию транскрипционного фактора 
NF-κB, cтимулирующего воспалительную реакцию 
путем экспрессии провоспалительных цитокинов, 
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PARP1 может быть причислена к факторам, спо-
собствующим старению [59–61]. При этом в работе 
Piskunova  et al  [62] было обнаружено, что нокаут-
ные по  PARP1 мыши, наоборот, демонстрируют 
признаки ускоренного старения. Примечательно, 
что SIRT6 способствует снижению активации 
NF-κB путем деацетилирования гистона  H3 на 
участке промотора гена белка NF-κB  [63]. Таким 
образом, изучение PARP1 и SIRT6 является перспек-
тивным направлением исследований, результаты 
которых могли бы способствовать значительному 
прогрессу не только в понимании того, как орга-
низован и регулируется процесс репарации ДНК 
в клетках млекопитающих, но и какова роль этих 
белков в старении.

На данный момент работ по сравнению осо-
бенностей функционирования PARP1 в клетках 
млекопитающих с различной продолжительно-
стью жизни проведено совсем немного. Grube 
и Bürkle  [64] впервые выполнили сравнительный 
анализ активности PARP1 в лейкоцитах 13  видов 
млекопитающих, который позволил выявить 
прямую корреляцию  (r2  =  0,84; P  <  0,001) между 
активностью данного белка и продолжительно-
стью жизни исследованных животных. Позднее 
эти данные были подкреплены результатами 
сравнения кинетических характеристик реком-
бинантных PARP1 человека и короткоживущей 
серой крысы [65, 66]. Недавно было показано, что 
уровень продукции PAR, синтезируемой PARP1 экс-
тракта клеток голого землекопа, был в 1,5–2,5 раза 
выше, чем у мыши [25,67]. Фотоаффинная модифи-
кация белков клеточных экстрактов, выполненная 
с использованием фотоактивных ДНК, содержа-
щих аналоги интермедиатов BER, показала, что 
PARP1 голого землекопа в 2–3  раза более эффек-
тивно взаимодействовала с модельными ДНК, чем 
PARP1 мыши. Более высокие выходы продуктов 
фотоаффинной модификации PARP1 послужили 
основанием высказать предположение о более 
высоком содержании этого белка в экстракте кле-
ток голого землекопа  [67]. Особенности структу-
ры и функционирования PARP1 голого землекопа 
в  сравнении с аналогичным ферментом мыши, 
таким образом, требуют дальнейшего иссле- 
дования.

Недавно в работе Schwarz  et  al.  [68] была 
проанализирована потенциальная роль PARP1 в 
деметилировании ДНК эмбриональных стволовых 
клеток мыши. Деметилирование и последователь-
ное окисление 5-метилцитозина до 5-карбокси-
цитозина осуществляется белками комплекса TEN 
(ten-eleven translocation proteins)  [69], после чего 
5-карбоксицитозин удаляется тимин-ДНК-гликози-
лазой (Thymine-DNA glycosylase, TDG) с образова-
нием АП-сайта, с которым TDG остается связанной, 
и тем самым ограничивает на некоторое время 

доступ к AП-сайту белков BER. С  использованием 
различных биохимических подходов было пока-
зано, что PARP1 в эмбриональных стволовых клет-
ках мыши осуществляет поли(ADP-рибозил)иро- 
вание TDG, способствуя ее быстрой диссоциа-
ции из комплекса с ДНК, а также обеспечивает 
поли  (ADP-рибозил)ирование себя и белков BER, 
необходимое для эффективной репарации АП-сай-
та in  vitro и in  vivo  [68]. В  совокупности это обес-
печивало не только более быстрый оборот TDG 
и, как следствие, быстрое удаление модифициро-
ванных оснований из ДНК, но и опосредованно 
способствовало снижению уровня метилирова-
ния ДНК в клетках мыши. Поскольку скорость 
метилирования ДНК в клетках крови и кожи 
млекопитающих обратно коррелирует с вели-
чиной максимальной продолжительности жиз-
ни  (r2  =  0,81 и  0,80 соответственно; P  <  0,001)  [70],  
полученные в работе Schwarz et al. [68] результаты 
подтверждают важную роль PARP1 в регуляции 
процесса BER и обеспечении долголетия млеко-
питающих. Стоит отметить, что для эффективной 
PARP1-опосредованной регуляции BER в клетках 
млекопитающих критически важным фактором 
является уровень содержания доступного NAD+ в 
клетке  [71]. С  возрастом в клетках наблюдается 
снижение уровня NAD+ и эффективности репара- 
ции ДНК  [71,  72]. Дальнейшие исследования вы-
явили еще одну причину взаимосвязи концентра-
ции NAD+ и активности PARP1 в клетках млеко-
питающих. Партнером PARP1 является белок DBC1 
(deleted breast cancer 1 protein), который блокирует 
ее работу. Белок-белковые взаимодействия между 
DBC1 и PARP1 регулируются уровнем NAD+, при 
снижении этого уровня с возрастом происходит 
DBC1-опосредованное ингибирование активности 
PARP1 и, как следствие, снижение эффективности 
репарации  ДНК  [73].

Роль SIRT6 в регуляции репарации ДНК в 
клетках долгоживущих млекопитающих активно 
исследуется, но все еще остается недостаточно 
изученной. Вестерн-блот-анализ экспрессии SIRT6 
в клетках человеческих доноров разного возра-
ста показал обратную корреляцию  (r2  =  0,65867; 
P  <  0,0001) уровня экспрессии SIRT6 с возрастом 
и прямую корреляцию  (r2  =  0,32568; P  <  0,05) с эф-
фективностью BER  [74]. Повышение экспрессии 
SIRT6 в мышиных эмбриональных фибробластах 
приводило к увеличению эффективности BER 
почти в  2  раза. Примечательно, что ингибирова-
ние PARP1 с помощью  PJ34 или нокдаун соответ-
ствующего гена в иммортализованных клетках 
аденокарциномы человека HCA2-hTERT приводи-
ло к нарушению активации BER независимо от 
уровня экспрессии SIRT6, что, по мнению авторов,  
указывает на необходимость SIRT6-опосредован-
ного вовлечения PARP1 для активации  BER  [74].
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Активность систем репарации ДНК и ее значение для обеспечения стабильности генома млекопитающих. 
PARP1 (поли(ADP-рибоза)-полимераза  1) и SIRT6 (сиртуин  6)  – NAD+-зависимые регуляторы репарации ДНК

В работе Tian  et  al.  [26] была проанализи-
рована активность SIRT6 у грызунов с различ-
ной продолжительностью жизни. Методом HCR 
с использованием соответствующей плазмидной 
конструкции удалось установить прямую корреля-
цию между стимуляцией NHEJ  (r2  =  0,34; P  <  0,05) 
и HR  (r2  =  0,40; P  <  0,01), обусловленной высокой 
активностью SIRT6, и продолжительностью жизни 
исследованных грызунов. Результаты дополни-
тельных экспериментов, выполненных с исполь-
зованием рекомбинантных SIRT6 долгоживущего 
канадского бобра (Castor canadensis, ~24 года) и ко-
роткоживущей мыши, позволили установить, что 
SIRT6 канадского бобра демонстрирует несколько 
большее сродство к NAD+ и более высокую ско-
рость его превращения в реакции моно (ADP-рибо-
зил)ирования (Км  =  138,6  ±  10,6 и Vmax  =  10,4  ±  0,25 
соответственно), чем SIRT6 мыши (Км  =  150,9  ±  9,6 
и Vmax  =  5,0  ±  0,1 соответственно), что может значи-
тельно увеличивать SIRT6-опосредованную стиму-
ляцию PARP1 для участия в NHEJ и HR в клетках 
канадского бобра  [26]. Наблюдаемые различия, 
по мнению авторов данной работы, могут быть 

обусловлены обнаруженными при сравнении 
аминокислотной последовательности SIRT6 канад-
ского бобра с белком мыши двумя уникальными 
заменами  – His249Gly и  Thr263Cys  [26]. Выявлен-
ные позднее в последовательности SIRT6 людей-
долгожителей два редких однонуклеотидных 
полиморфизма, которые приводили к появлению 
аминокислотных замен Asn308Lys и Ala313Ser, 
были ответственны за практически двукратное 
повышение моно  (ADP-рибозил)  трансферазной 
активности SIRT6 в клетках человека  [75].

Несмотря на немногочисленные исследования 
по изучению SIRT6 и PARP1 у долгоживущих гры-
зунов, имеющиеся результаты позволяют предпо-
ложить, что тенденция к повышению активности 
этих белков в клетках долгожителей обусловлена 
необходимостью обеспечения более эффектив-
ной регуляции процессов репарации ДНК. Совер-
шенно неизученным остается вопрос об особен-
ностях функционирования и свойствах SIRT6 и 
PARP1 в клетках долгоживущих летучих мышей.  
Стоит также обратить внимание на то, что одним 
из главных факторов, обеспечивающих высокую 
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эффективность репарации ДНК, является также 
модуляция активности SIRT6 и PARP1 другими бел-
ками-партнерами  [73,  76,  77]. Учитывая значение 
SIRT6 и PARP1 для клеточных процессов, которые 
могут быть ассоциированы со старением  [61,  63], 
дальнейшее изучение этих белков представляет 
большой интерес.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стабильность структуры и функционирова-
ния генома является одной из основ высокой про-
должительности жизни. Важнейшую роль в под-
держании стабильности генома играют процессы 
репарации ДНК. Рассмотренные в обзоре результа-
ты исследований позволяют сделать вывод о том, 
что грызуны c высокой максимальной продолжи-
тельностью жизни демонстрируют эффективную 
и хорошо скоординированную работу систем ре-
парации ДНК (рисунок). Ввиду малого количества 
имеющихся данных и, как следствие, недостаточ-
ной изученности, вопрос о функциональном ста-
тусе систем репарации ДНК и активности PARP1 и 
SIRT6 у летучих мышей, демонстрирующих высо-
кую максимальную продолжительность жизни, на 
сегодня остается открытым. Для понимания того, 

чем обусловлена высокая эффективность работы 
систем репарации в клетках долгоживущих мле-
копитающих, необходимо проведение дальней-
ших исследований свойств белков-участников 
репарации ДНК, а также их возможного вклада в 
другие клеточные процессы, которые могут быть 
связаны со старением. Кроме того, необходимо 
проведение прямых сравнительных оценок функ-
ционального статуса систем репарации ДНК в 
клетках долгоживущих млекопитающих (не толь-
ко на уровне транскриптомного анализа экспрес-
сии генов) с применением более совершенных  
методов.
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The accumulation of damage in the genomic DNA of various origins can lead to a violation of its 
stability, which is considered as one of the main causes of cell aging. DNA repair systems available 
in mammalian cells ensure effective removal of damage and restoration of the genome structure, 
and therefore it is assumed that the activity of these systems may be interrelated with the high max-
imum life expectancy observed in long-lived mammals. The review discusses the currently available 
results of  work on determining the activity of DNA repair systems and studying the properties of key 
regulatory proteins of this process in the cells of long-lived rodents and bats. Based on the studies 
reviewed in the review, it can be concluded that long-lived rodents and bats, in general, demonstrate 
high efficiency in the functioning and regulation of DNA repair systems. Nevertheless, in the context 
of studying DNA repair in the cells of long-lived rodents and bats, there are still a number of insuffi-
ciently studied issues that open up prospects for further research.

Keywords: DNA repair, cellular senescence, longevity, poly(ADP-ribose)polymerase  1, sirtuin  6

https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2020.102930
https://doi.org/10.1016/j.dnarep.2020.102930
https://doi.org/10.1016/j.trecan.2017.06.001
https://doi.org/10.1126/science.aad8242
https://doi.org/10.4161/15384101.2014.980641
https://doi.org/10.15252/embj.2021110393
https://doi.org/10.15252/embj.2021110393
https://doi.org/10.1093/nar/gkz120
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.120.318353
https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.120.318353


БИОХИМИЯ, 2024, том 89, вып. 6, с. 1007 – 1014

1007

УДК 577.21
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Тирозингидроксилаза (TH) гидроксилирует L-тирозин до L-3,4-диоксифенилаланина, что пред-
ставляет собой первую и ключевую стадию синтеза дофамина, норадреналина и адреналина. 
Мутации в гене  TH человека ассоциированы с наследственными нарушениями моторики. 
В  гене  Th мыши выявлена встречающаяся у распространённых лабораторных линий мышей 
мутация C886T, приводящая к замене R278H в молекуле фермента. В работе исследовали влия-
ние данной мутации на активность TH в среднем мозге мыши. Было показано, что активность 
TH в мозге мышей подвида Mus musculus сastaneus (CAST), гомозиготных по аллели 886C, выше, 
чем у мышей инбредных линий C57BL/6 и DBA/2, гомозиготных по аллели 886T. При этом такая 
разница в активности фермента не связана с изменением в уровне мРНК гена  Th и концентра-
ции белка TH. В среднем мозге мышей из популяции расщепляющихся интеркроссов F2 между 
C57BL/6 и CAST выявлено сцепление аллели 886C с высокой активностью фермента и полное 
доминирование данной аллели над аллелью 886T. В то же время данная мутация не влияла на 
уровень белка TH в мозге. Это доказывает, что мутация C886T является основным генетическим 
фактором, определяющим активность TH в мозге мышей распространённых лабораторных ли-
ний. Мутация C886T является первой спонтанной распространённой мутацией в гене  Th мыши, 
для которой показано влияние на активность фермента. Полученный результат создаёт базу для 
углубления представлений о роли TH в механизмах адаптивного и патологического поведения, 
о молекулярных механизмах регуляции активности данного фермента и поиска фармакологи-
ческих средств коррекции его активности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тирозингидроксилаза, мутация C886T, активность, экспрессия, мозг, мыши.

DOI: 10.31857/S0320972524060048 EDN: XMIESK

Принятые сокращения: CAST – Mus musculus сastaneus; DA – дофамин; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа; L-DOPA – L-3,4-диоксифенилаланин; TH – тирозингидроксилаза.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Дофаминовая (DA) система мозга играет клю-
чевую роль в регуляции нервной системы, эндо-
кринных желез и в механизмах адаптивного и 
патологического поведения [1–4]. Нигростриарная 
DA система регулирует моторику, её гиперфунк-
ция сопровождается гиперактивностью [5–7], а её 
гипофункция  – дистонией  [8–10] и каталепсией/
кататонией [11,  12]. Мезолимбическая DA система 
участвует в оценке значимости сигнала для орга-
низма и играет ключевую роль в процессе обуче-

ния  [13–15] и формирования наркотической зави-
симости  [16–19].

В мозге DA синтезируется из аминокислоты 
L-тирозина в два этапа: на первом этапе фермент 
тирозингидроксилаза (TH) гидроксилирует L-тиро-
зин до L-3,4-дигидроксифенилаланина (L-DOPA), на 
втором этапе фермент декарбоксилаза ароматиче-
ских аминокислот декарбоксилирует L-DOPA до DA. 
Реакция гидроксилирования L-тирозина является 
ключевой, определяющей уровень DA в мозге. Дей-
ствительно, нокаут гена  Th снижает уровень DA 
в головном мозге мышей  [20,  21]. Показана ассо-
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циация некоторых мутаций в гене TH человека с 
дистонией и детским паркинсонизмом  [22], рис-
ком болезни Паркинсона  [22,  23], дистонией  [24–
27] и биполярными расстройствами  [28]. Однако 
изучение цепи молекулярных событий, связыва-
ющих мутацию в гене  TH с нарушениями нерв-
ной системы, моторики и психических функций 
человека, затруднено социальными и этическими 
ограничениями. Поэтому задача моделирования 
нарушения молекулярных событий, вызванных 
мутациями, на лабораторных грызунах является 
чрезвычайно актуальной.

В базе данных Ensembl genome database (https://
www.ensembl.org/index.html) можно найти инфор-
мацию о 21  однонуклеотидном полиморфизме 
(SNP) в гене  Th мыши, вызывающем замену ами-
нокислоты в молекуле TH. Только одна мутация 
из 21  SNP, а именно C886T, приводящая к замене 
R278H в молекуле TH, выявлена в гене  Th широко 
распространённых линий лабораторных мышей. 
Аллель 886T обнаружена у мышей большинства 
лабораторных линий, таких как C57BL/6, C3H, 
DBA/2, CBA, в то время как аллель 886C выявлена 
у мышей подвида Mus musculus castaneus (CAST). 
Ранее было показано, что мутация G1449A в гене 
Tph2 мыши (замена R441H в молекуле трипто
фангидроксилазы  2) резко снижает активность дан-
ного фермента в мозге мышей  [29,  30]. Поскольку 
TH и TPH2 являются родственными ферментами 
из группы гидроксилаз ароматических аминокис-
лот [31], можно ожидать, что мутация C886T также 
будет снижать активность TH.

Целью исследования было изучение влияния 
мутации C886T в гене  Th на активность TH в мозге 
мыши. Для этого были сравнены активности TH 
в среднем мозге – структуре, содержащей тела DA 
нейронов  – у мышей линий C57BL/6 (886T), DBA/2 
(886T) и CAST (886C). Чтобы учесть возможное 
влияние на активность TH межлинейных разли-
чий по уровню экспрессии гена  Th, был определён 
уровень мРНК данного гена и уровень белка TH в 
среднем мозге этих линий мышей. Чтобы оценить 
вклад данной мутации в активность TH на фоне 
влияния других генов, было изучено сцепление 
аллелей 886T и 886C с активностью фермента в 
среднем мозге расщепляющихся интеркроссов F2 
между мышами C57BL/6 и CAST.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Опыты проводились на полово-
зрелых самцах линий C57BL/6 (n  =  6), DBA/2 (n  =  6) 
и самцах подвида CAST (n  =  5), а также на 41  по-
ловозрелых самцах и самках интеркроссов F2 
между мышами C57BL/6 и CAST. Последние были 
получены в результате скрещивания между собой 

гибридов первого поколения F1(C57BL/6× CAST). 
На  момент начала эксперимента все мыши были 
в возрасте 12  недель и имели статус SPF (specific 
pathogen free) на протяжении всего эксперимента. 
Животные содержались в стандартных условиях 
SPF-вивария при постоянной температуре 23  °С 
и световом режиме «14  ч свет и 10  ч темнота» 
(включение и выключение света в 01:00 и 15:00 
соответственно). Полноценный стерильный сухой 
корм и воду животные получали без ограничений. 
В возрасте 3  недель молодых животных отсажи-
вали от матерей в группы по 4–5 животных одного 
пола в клетке (Optimice, «Animal Care Systems, Inc.», 
США). Животных маркировали засечками на ушах, 
и кусочки ушей, полученные при маркировке, 
использовали для выделения ДНК и определения 
генотипа животного. За два дня до начала экс-
перимента животных изолировали в отдельные 
клетки, чтобы уменьшить возможное влияние 
группового эффекта на активность TH. Животных 
усыпляли CO2, декапитировали, выделяли средний 
мозг, содержащий тела DA нейронов, экспрессиру-
ющих TH, замораживали его в жидком азоте и хра-
нили при −80  °С до определения активности  TH.

Генотипирование аллелей 886T и 886C. 
Образцы геномной ДНК выделяли из кусочков 
ушей, полученных при маркировке животных, 
с помощью осаждения насыщенным раствором 
NaCl, растворяли в стерильной воде, измеряли 
их оптическую плотность на спектрофотометре 
NanoDrop 2000 («Thermo Fisher Scientific», США) и 
разводили до концентрации 50  нг/мкл. Определе-
ние аллелей 886T и 886C проводили с помощью 
разработанного нами метода количественной 
ПЦР реального времени, используя набор реак-
тивов R-402 («Синтол», Россия), прямого праймера 
(5′-GTAAGGGACCTCGCATCAGA-3′) и двух обратных 
T-аллель-(5′-CAGCTGGAGGATGTGTCACA-3′) и C-ал-
лель-(5′-CAGCTGGAGGATGTGTCACG-3′) специфичных 
праймеров. Для увеличения специфичности  T в 
18  позиции аллель-специфичных праймеров был 
заменён на A. Для диагностики аллелей каждый 
образец ДНК (50  нг) амплифицировали сначала в 
присутствии прямого и T-специфичного прайме-
ров, а затем прямого и C-специфичного праймеров 
на амплификаторе реального времени CFX96 («Bio-
Rad», США) по рекомендованному производителем 
(«Синтол») протоколу: 94  °С  – 5  мин, (94  °С  – 15  с, 
60  °С  – 60  с, 80  °С  – 2  с, измерение флуоресцен-
ции)  ×  40  циклов. Количество продуктов опреде-
ляли по флуоресценции флуорофора Sybr Green 
после нагревания смеси до 80  °С для плавления 
димеров. Пороговый цикл был 24–25 при совпаде-
нии аллели в образце ДНК с выбранным аллель-
специфическим праймером и больше 28 в против-
ном случае. Для большей точности диагностику 
каждой пробы повторяли 3  раза.

https://www.ensembl.org/index.html
https://www.ensembl.org/index.html
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Приготовление проб для ОТ-ПЦР и ВЭЖХ. 
Для определения активности TH и уровня мРНК 
гена Th средний мозг гомогенизировали в 400  мкл 
холодного 50 мМ Tris-HCl, pH  6,0, с помощью мик-
рогомогенизатора (Z359971, «Sigma-Aldrich», Герма-
ния). Аликвоту 100  мкл гомогената немедленно  
смешивали с 1  мл реагента ExtractRNA («Eurogene», 
Россия) для экстракции общей РНК, согласно про-
токолу производителя. Осадок РНК растворяли в 
25  мкл стерильной воды, обрабатывали свобод-
ной от РНК ДНКазой EM-100 («Биолабмикс», Рос-
сия), согласно протоколу производителя, измеря-
ли оптическую плотность на спектрофотометре 
NanoDrop 2000 («Thermo Fisher Scientific»), разводи-
ли стерильной водой до концентрации 125  нг/мкл 
и хранили при –80  °С. Качество образцов общей 
РНК проверяли с помощью электрофореза в 
1%-ном агарозном геле: в дальнейшее исследова-
ние были взяты только образцы с чётко выражен-
ными двумя полосами рибосомальной РНК.

Оставшиеся 300  мкл гомогената центрифуги-
ровали 15  мин при 12  700  об./мин (4  °С). Чистый 
супернатант переносили в чистые пробирки, 
определяли концентрацию белка по Бредфорду с 
помощью набора Bio-Rad Protein Assay («Bio-Rad»), 
согласно протоколу производителя, хранили при 
–80  °С и использовали для определения актив-
ности TH.

Определение активности TH. Нами был раз-
работан метод количественного определения 
активности TH в тканях мозга с помощью ВЭЖХ 
по скорости синтеза L-DOPA. Аликвоту 15  мкл 
чистого супернатанта, содержащего TH, инкуби-
ровали 15  мин при 37  °С в присутствии 0,3  мМ 
L-тирозина («Sigma-Aldrich»), 0,3  мМ искусствен-
ного кофактора 6,7-диметил-5,6,7,8-тетрагидропте-
ридина (DMPH4, «Sigma-Aldrich»), 0,3  мМ ингиби-
тора декарбоксилазы, m-гидроксибензилгидразина 
(«Sigma-Aldrich»), и 5 ед. каталазы («Sigma-Aldrich») 
в конечном объёме 25  мкл. Инкубацию останав-
ливали путём добавления 75  мкл 0,6  М HClO4. Бе-
лок осаждали центрифугированием 15  мин при 
14  000  об./мин. Чистый супернатант разбавляли 
вдвое ультрачистой водой, чтобы снизить концен-
трацию кислоты до безопасного для детектора зна-
чения, 0,3  М. Синтезированный L-DOPA отделяли 
на колонке Luna C18(2) (длина 100  мм, диаметр 
4,6  мм, размер частиц 5  мкм, «Phenomenex», США),  
которой предшествовала предколонка Zorbax SB-C8 
(длина 12,5  мм, диаметр 4,6  мм, размер частиц 
5  мкм, «Agilent», США) на хроматографе LC-20AD 
(«Shimadzu Corporation», Япония). Мобильная фаза 
(pH  3,2) содержала 13,06  г KH2PO4, 200  мкл 0,5  М 
Na2ЭДТА, 300  мг натриевой соли 1-октансульфоно-
вой кислоты, 940 мкл концентрированной H3PO4 и 
130  мл метанола (13%) в 1  л. Скорость мобильной 
фазы была 0,6  мл/мин. Концентрацию синтезиро-

ванного L-DOPA определяли с помощью электрохи-
мического детектора DECADE  II™ и стеклоуглерод-
ного электрода VT-03 (3  мм, «Antec», Нидерланды). 
Температура колонки и детектора была 40  °С. 
В  этих условиях время освобождения L-DOPA с 
колонки составляло 4 мин. Площадь пика L-DOPA 
определяли с помощью программы LabSolution 
LG/GC, версия 5.54 («Shimadzu Corporation») и кали-
бровали с помощью стандартов 25, 50 и 100 пмоль 
L-DOPA. Активность TH выражали в пмоль L-DOPA, 
синтезированного за 1  мин, в пересчёте на 1  мг 
белка, измеренного по Бредфорду.

Примечание  1. Поскольку не было обнаруже
но следов эндогенного L-DOPA в супернатанте, 
тканевый контроль проб не проводился.

Примечание  2. К сожалению, время освобо-
ждения L-DOPA с колонки (4  мин) совпадает с та-
ковым для кофакторов 5,6,7,8-тетрогидробиоптери-
на и 6-метил-5,6,7,8-тетрагидроптерина. Поэтому  
в исследованиях использовался только DMPH4 
в  качестве кофактора.

Определение уровня мРНК гена  Th. Синтез 
кДНК осуществляли со случайным гексануклео-
тидным праймером с помощью набора реакти-
вов R01 («Биолабмикс»), согласно протоколу про-
изводителя. Уровень кДНК гена  Th определяли с 
помощью набора реактивов R-402 («Синтол»), пря-
мого (5′-CCGTACACCCTGGCCATTGATG-3′) и обратного 
(5′-ATGAAGGCCAGGAGGAATGCAGG-3′) праймеров, 
специфичных для нуклеотидной последовательно-
сти экзона гена  Th мыши, согласно протоколу про-
изводителя: 94  °С – 5 мин, (94  °С – 15 с, 64  °С – 60 с, 
80  °С  – 2  с, измерение флуоресценции)  ×  40  [31]. 
В качестве гена домашнего хозяйства использо-
вали Polr2а. Образцы кДНК амплифицировали с 
прямым (5′-GTTGTCGGGCAGCAGAATGTAG-3′) и обрат-
ным (5′-TCAATGAGACCTTCTCGTCCTCC-3′) праймера-
ми, специфичными для нуклеотидной последо-
вательности экзона гена Polr2а мыши, согласно 
протоколу производителя: 94  °С  – 5  мин, (94  °С  – 
15  с, 63  °С  – 60  с, 80  °С  – 2  с, измерение флуорес-
ценции)  ×  40  [32]. Для калибровки значений поро-
гового цикла использовали батарею стандартов, 
содержащих соответственно 25, 50, 100, 200, 400, 
800, 1600 и 3200  копий геномной ДНК мыши 
в  1  мкл. Уровень экспрессии гена  Th оценивали 
числом копий кДНК данного гена в пересчёте на 
100  копий кДНК гена Polr2а  [33].

Определение количества белка с помощью 
Вестерн-блот анализа. Уровень белка ТГ опреде-
ляли с помощью Вестерн-блот анализа, как опи-
сано ранее  [34]. Белок разделяли в 10%-ном геле 
с помощью SDS-PAGE гель-электрофореза. На одну 
дорожку добавляли аликвоту образца с общей кон-
центрацией белка 10 мкг. Для выявления целевого 
белка были использованы поликлональные анти-
тела кролика к белку TГ (1  :  500, ab112, «Abcam», 
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Великобритания). В качестве внутреннего контро-
ля были использованы поликлональные антитела 
кролика к глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназе, 
GAPDH (1  :  2000, ab9485, «Abcam»), и моноклональ-
ные антитела мыши к GAPDH (1  :  10  000, HC301, 
«TransGen», Китай). Экспрессию белка ТГ норми-
ровали на экспрессию белка GAPDH и выражали в 
относительных единицах. Белок ТГ детектировали 
на 60  кДа, GAPDH  – на 37  кДа.

Статистический анализ полученных ре-
зультатов проводили в программе Statistica  9.0 
(«StatSoft, Inc.»). Значения уровня мРНК гена  Th, 
уровня белка и активности TH в среднем мозге 
выражали как среднее ±  ошибка среднего и ана-
лизировали с помощью однофакторного (межли-
нейные различия) и двухфакторного (F2) ANOVA 
с последующим межгрупповым сравнением мето-
дом LSD по Фишеру. Соответствие расщепления 
генотипов TT, TC и CC среди интеркроссов F2 со-
отношению 1  :  2  :  1 проверяли с помощью χ2-кри-
терия Пирсона. Уровень значимости был принят 
равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Сравнение экспрессии гена  Th и активно-
сти TH в среднем мозге самцов мышей линий 
C57BL/6 (886T), DBA/2 (886T), CAST (886C). Мыши 
трёх исследуемых линий различались по актив-
ности TH в среднем мозге (F(2,14)  =  21,68, p  <  0,001). 
Активность фермента в среднем мозге мышей 
CAST была значительно выше, чем у мышей ли-

ний C57BL/6 (p  <  0,001) и DBA/2 (p  <  0,001) (рис.  1). 
В то же время межлинейных различий по уров-
ню транскриптов гена Th (F(2,13)  =  2,67, p  =  0,11) и 
белка TH (F(2,14)  =  1,23, p  =  0,32) в среднем мозге 
данных линий мышей не выявлено (рис.  1).

Активность TH в среднем мозге интеркрос-
сов F2. Количество самцов и самок генотипов TT, 
TC и CC среди 42  интеркроссов F2 представлено в 
таблице. Для статистики данные по самцам и сам-
кам каждого генотипа были объединены. Полу-
ченные значения хорошо соответствуют ожидае-
мому распределению 1  :  2  :  1 (χ2(1)  =  0,805, p  >  0,05).

Двухфакторный ANOVA выявил высокий 
вклад фактора «генотип» в активность TH в 
среднем мозге F2 (F(2,34)  =  9,47, p  <  0,001). В то 
же время не было обнаружено влияния фактора 
«пол» (F(1,34)  <  1) и взаимодействия факторов 
(F(2,34)  =  1,74, p  =  0,19) на активность TH в сред-
нем мозге мышей F2, что позволяет объединить 
значения для самцов и самок одного генотипа, 
чтобы увеличить выборки для каждого генотипа. 

Распределение числа самцов и самок с генотипами 
TT, TC и CC среди самцов и самок интеркроссов F2, 
полученных при скрещивании гибридов F1 (C57BL/6× 
CAST)

Генотип Самцы Самки Самцы + самки

TT 5 3 8

TC 13 10 23

CC 5 6 11

Рис. 1. Активность TH (а), уровень мРНК гена Th (б) и уровень белка TH  (в) в среднем мозге мышей инбред-
ных линий C57BL/6 (TT), DBA/2 (TT) и подвида CAST (CC). Представлены индивидуальные значения, сред-
ние  ±  ошибки средних. Экспрессия гена Th калибрована на экспрессию гена Polr2а, а уровень белка TH ка-
либрован на уровень белка GAPDH. ***  p  <  0,001 vs CAST
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Рис. 2. Активность (а) и уровень белка  (б) TH в среднем мозге интеркроссов F2 с генотипами TT, TC и CC. 
Данные по самцам и самкам объединены. Представлены индивидуальные значения, средние ± ошибки сред-
них. Уровень белка TH калиброван на уровень белка GAPDH. *  p  <  0,05, ***  p  <  0,001 vs TT

Активность TH в среднем мозге у особей с гено-
типом TT была ниже, чем у особей с генотипом 
TC (p  <  0,001) и CC (p  =  0,02) (рис. 2). В то же время 
различий между генотипами по уровню белка TH 
выявлено не было (F(2,38)  =  2,22, p  =  0,12) (рис.  2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данное исследование предоставляет первое 
экспериментальное доказательство влияния рас-
пространённой мутации C886T в гене Th на актив-
ность TH в среднем мозге лабораторных мышей. 
Данная структура была выбрана потому, что TH 
экспрессируется в телах дофаминовых и норадре-
налиновых нейронов, расположенных в среднем 
мозге, а затем аксональным транспортом распре-
деляется по другим структурам мозга, имеющим 
проекции от данных нейронов. На первом этапе 
исследования были сравнены активности TH в 
среднем мозге мышей двух генотипов, TT (C57BL/6 
и DBA/2) и CC (CAST), и было обнаружено увеличе-
ние активности фермента у мышей с генотипом 
CC по сравнению с животными с генотипом TT. 
Хотя данная мутация находится в каталитическом 
домене молекулы TH и даже теоретически не мо-
жет влиять на экспрессию гена Th, нельзя исклю-
чить, что увеличенная активность фермента у 
мышей CAST может быть вызвана неизвестными 
генетическими факторами, увеличивающими экс-
прессию данного гена и/или уровень белка. Для 
проверки этого предположения была измерена 
экспрессия гена Th и белка TH в среднем мозге 
мышей линий C57BL/6, DBA/2 и CAST. Не были 

выявлены различия по данным признакам между 
этими генотипами мышей. Можно предположить, 
что у данных трёх исследованных генотипов раз-
личия в активности фермента не связаны с регу-
ляцией экспрессии кодирующего его гена и/или 
стабильности белка.

Строгое доказательство связи аллелей 886C и 
886T с высокой и низкой активностью TH может 
быть получено только демонстрацией сцепления 
данных аллелей с высокой/низкой активностью 
фермента соответственно. Для этого были полу-
чены расщепляющиеся интеркроссы F2 и иссле-
дована связь активности TH с генотипами TT, TC 
и CC у этих мышей. Было показано, что распреде-
ление данных генотипов среди F2 хорошо соответ-
ствует ожидаемому менделевскому расщеплению 
1  :  2  :  1, что, в свою очередь, может служить до-
казательством отсутствия влияния данной мута-
ции на выживание мышей. Было показано, что 
активность TH в мозге мышей F2 с генотипами 
TC и CC выше, чем у мышей с генотипом TT. Этот 
результат не только демонстрирует сцепление вы-
сокой активности фермента с аллелью 886C, но 
и свидетельствует о том, что данный полимор-
физм C886T в гене  Th является основным генети-
ческим фактором, определяющим активность TH 
в головном мозге мышей. Действительно, влия-
ние данного фактора на активность TH настоль-
ко велико, что расщепление по огромному числу 
мутаций, по которым различаются мыши C57BL/6 
и CAST, но которые теоретически могут влиять на 
активность TH, не может замаскировать эффект 
мутации C886T. В то же время не было выявлено 
сцепления данной мутации с уровнем белка TH.  
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Этот результат можно рассматривать как дополни-
тельное экспериментальное доказательство того, 
что полиморфизм C886T не влияет на экспрессию 
и/или стабильность белка TH.

Возникает закономерный вопрос о возможном 
молекулярном механизме снижения активности 
TH, вызванного заменой R278H в молекуле фер-
мента. Наиболее ожидаемый механизм  – сниже-
ние уровня активного белка за счёт уменьшения 
стабильности и времени жизни мутантного белка. 
В этом случае активность TH у гетерозигот дол-
жна равняться средней арифметической таковой 
у обоих гомозигот. Недавно было показано, что 
мутация C1473G в гене Tph2 мыши, вызывающая 
замену P447R в молекуле фермента, снижает ста-
бильность молекулы ТPH2, уменьшает время её 
жизни и, как следствие, число активных молекул 
фермента  [35]. Было показано, что активность 
TPH2 в мозге гетерозигот 1473CG равна среднему 
арифметическому активности фермента у гомо-
зиготных особей 1473CC и 1473GG  [36]. В данном 
исследовании не было обнаружено различий по 
активности TH между генотипами 886TC и 886CC, 
что свидетельствует о полном доминировании 
действия аллели 886C. Такой характер наследова-
ния противоречит гипотезе о влиянии мутации 
C886T на уровень белка TH. Поскольку TH, как и 
все гидроксилазы ароматических аминокислот, 
является тетрамером, состоящим из 4 субъединиц, 
можно предположить, что присутствие в сборке 
«нормальной» субъединицы (аллель 886C) у ге-
терозиготных животных каким-то образом кор-
ректирует негативное воздействие «дефектной» 
субъединицы (аллель 886T) на активность всего 
тетрамера. Однако выяснение точного механизма 
действия замены R278H на активность TH требует 
специального исследования на рекомбинантных 
молекулах TH.

Поскольку TH является ключевым ферментом 
синтеза DA, который регулирует двигательную ак-
тивность, можно предполагать связь аллели 886C 
с увеличением уровня/метаболизма DA и двига-
тельной активности. Однако на настоящем этапе 
эти предположения проверить невозможно из-за 

значительной неконтролируемой генетической 
вариабельности данных признаков. Для изуче-
ния связи мутации C886T с уровнем DA и двига-
тельной активностью необходимо значительно 
снизить долю неконтролируемой вариации этих 
признаков за счёт проведения минимум 10 после-
довательных беккроссирований гетерозиготных 
особей (886CT) на линию C57BL/6 (886TT).

Данное исследование является пилотным, в 
котором однозначно доказано, что полиморфизм 
C886T представляет собой ключевой фактор, опре-
деляющий активность TH в мозге мышей. Мутация 
C886T является первой естественной распростра-
нённой мутацией в гене  Th мыши, для кото-
рой показано влияние на активность фермента. 
Это  открывает широкие возможности для экспе-
риментального моделирования влияния функ-
циональных мутаций в гене Th на выраженность 
физиологических функций в норме и при пато-
логиях.
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OF TYROSINE HYDROXYLASE IN THE BRAIN OF MICE
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Tyrosine hydroxylase (TH) catalyzes hydroxylation of L-tyrosine to L-3,4-dihydroxyphenylalanine, the 
initial and rate-limiting step in the synthesis of dopamine, noradrenaline, and adrenaline. Mutations 
in the human TH gene are associated with hereditary motor disorders. The common C886T mutation 
identified in the mouse Th  gene results in the R278H substitution in the enzyme molecule. We inves-
tigated the impact of this mutation on the TH activity in the mouse midbrain. The TH activity in the 
midbrain of Mus musculus castaneus (CAST) mice homozygous for the 886C allele was higher compared 
to C57BL/6 and DBA/2 mice homozygous for the 886T allele. Notably, this difference in the enzyme 
activity was not associated with changes in the Th gene mRNA levels and TH protein content. Analysis 
of the TH activity in the midbrain in mice from the F2 population obtained by crossbreeding of C57BL/6 
and CAST mice revealed that the 886C allele is associated with a high TH activity. Moreover, this allele 
showed complete dominance over the 886T allele. However, the C886T mutation did not affect the 
levels of TH protein in the midbrain. These findings demonstrate that the C886T mutation is a major 
genetic factor determining the activity of TH in the midbrain of common laboratory mouse strains. 
Moreover, it represents the first common spontaneous mutation in the mouse Th  gene whose influence 
on the enzyme activity has been demonstrated. These results will help to understand the role of TH 
in the development of adaptive and pathological behavior, elucidate molecular mechanisms regulating 
the  activity of TH, and explore pharmacological agents for modulating its function.
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Болезнь Альцгеймера  (БА)  – тяжелое нейродегенеративное заболевание, от которого страдают 
миллионы людей во всем мире. Рост распространенности  БА коррелирует с увеличением про-
должительности жизни и старением населения в развитых странах. Поскольку БА является  
многофакторным заболеванием и включает в себя различные патологические процессы,  
такие как: синаптическая дисфункция, нейровоспаление, окислительный стресс, неправильное 
сворачивание белков и  т.д., комплексный подход, направленный одновременно на несколько 
мишеней, может оказаться эффективным и замедлить прогрессирование заболевания. Клеточ-
ная терапия и дальнейшее ее развитие в виде трансплантации клеточных везикул и особен-
но митохондрий являются весьма перспективным подходом для лечения нейродегенерации.  
Использование синаптосом, благодаря уникальности их содержания, может стать новым этапом 
на пути разработки комплексной терапии нейродегенеративных заболеваний и БА, в частности. 
Синаптосомы содержат уникальные митохондрии памяти, отличающиеся не только по размеру, 
но и по функциональности в сравнении с митохондриями в нейрональной соме. Эти синапто-
сомальные митохондрии активно участвуют в клеточной коммуникации и передаче сигналов 
внутри синапсов. Синаптосомы содержат и другие элементы, такие как: собственный аппарат 
для синтеза белка, синаптические везикулы с нейромедиаторами, молекулы синаптической 
адгезии, микроРНК  – все они чрезвычайно необходимы для синаптической передачи и, как 
следствие, когнитивных процессов. Сложный молекулярный ансамбль обеспечивает сохранение 
синаптической автономии митохондрий. Также синаптосомы, обладая тропностью к нейронам, 
могут служить оптимальной платформой для адресной доставки лекарств к нервным клеткам. 
В  данном обзоре обсуждаются особенности состава синаптосом, их возможности и преимуще-
ства, а также ограничения их использования в качестве терапевтического средства для лечения 
нейродегенеративных патологий, в  частности  БА.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: болезнь Альцгеймера, митохондрии, нейродегенеративные заболевания, 
память, синаптосомы.

DOI: 10.31857/S0320972524060058 EDN: XMEWUC

Принятые сокращения: БА  – болезнь Альцгеймера; Aβ  – β-амилоид; МДМ  – метаболическая ДНК мозга;  
ИВ  – интраназальное введение; ЭВ  – экстраклеточные везикулы; APP  – белок-предшественник амилоида; 
circRNAs – кольцевые РНК; RRP – немедленно готовый к высвобождению пул.
* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Альцгеймера  (БА)  – тяжелое нейро-
дегенеративное заболевание, характеризующее-
ся прогрессирующим ухудшением когнитивных 

функций, важнейшими из которых являются 
память и речь, а также нарушениями поведе-
ния и мышления у людей пожилого возраста  [1]. 
Ожидается, что с увеличением продолжительно-
сти жизни и старением населения в развитых 
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странах заболеваемость будет увеличиваться  [2]. 
К сожалению, на сегодняшний день не существует 
препаратов, способных остановить прогрессирова-
ние БА и восстановить структуры мозга, поражен-
ные заболеванием [3]. Однако новые исследования 
расширяют границы наших знаний о патологиче-
ских механизмах, лежащих в основе  БА, и пред-
лагают перспективные терапевтические решения. 
В  настоящее время существует два основных 
подхода к лечению нейродегенеративных забо-
леваний: монотерапия, использующая молекулы 
органических и неорганических соединений, а 
также антитела, направленные на определенные 
патологические мишени в организме больного, и 
комплексная терапия, постепенно привлекающая 
все большее внимание, направленная на моди-
фикацию заболевания путем удаления токсичных 
агрегатов, стимуляции нейрогенеза и усиления 
нейропротекции  [4,  5]. В  связи с многофакторной 
природой БА, включающей синаптическую и ми-
тохондриальную дисфункции, нейровоспаление, 
окислительный стресс, неправильный белковый 
фолдинг и нейротоксичность, мы считаем, что 
комплексный подход к терапии  БА более оправ-
дан, поскольку нацеливание на несколько мише-
ней позволяет достичь синергический эффект и 
замедлить прогрессирование заболевания.

КОМПЛЕКСНАЯ ТЕРАПИЯ БА

Примером комплексного подхода является 
клеточная терапия с использованием стволовых 
клеток, важнейшими из которых являются мезен-
химные стромальные клетки (МСК) и нейральные 
клетки-предшественники  (НКП)  [6]. Терапевтиче-
ские эффекты этих клеток обусловлены их спо-
собностью секретировать факторы роста, противо-
воспалительные белки, мембранные рецепторы и 
микроРНК, которые оказывают нейропротективное 
действие за счет блокирования апоптоза и усиле-
ния нейрогенеза, синаптогенеза и ангиогенеза [7]. 
Положительное действие трансплантированных 
клеток обусловлено, прежде всего, паракринным 
эффектом ряда факторов роста и противовоспали-
тельных медиаторов, содержащихся в том числе 
и в экстраклеточных везикулах  (ЭВ), а не способ-
ностью НКП дифференцироваться в нейроны и 
заменять погибшие  [8]. При этом статистически 
значимые терапевтические эффекты стволовых  
клеток были в основном продемонстрированы 
в доклинических исследованиях на клеточ-
ных культурах и моделях БА на животных  [4]. 
ЭВ  обладают рядом преимуществ по сравнению 
со стволовыми клетками, а именно: проявляют 
низкую иммуногенность и токсичность, высокую 
стабильность, способность проникать через  ГЭБ, 

имеют более высокий профиль безопасности, а 
также могут использоваться не только в качестве 
самостоятельного терапевтического агента, но и 
как модифицируемый носитель для различных 
лекарственных препаратов  [9]. Несмотря на то 
что существует много экспериментальных работ, 
посвященных оценке эффективности использова-
ния  ЭВ, к настоящему времени есть лишь одно 
зарегистрированное клиническое исследование 
об эффективности и безопасности экзосом из 
стволовых клеток жировой ткани при лечении 
деменции, вызванной  БА. Сообщается, что участ-
ники получают экзосомальный препарат интра-
назально в виде капель в нос. Результаты данного 
исследования еще не опубликованы  [10].

Еще одним инновационным подходом к ле-
чению нейродегенеративных заболеваний стала 
трансплантация здоровых, интактных митохон-
дрий в мозг, пораженный  БА, для уменьшения 
митохондриальной дисфункции, которая лежит 
в основе развития нейродегенеративного процес-
са  [11]. Трансплантация митохондрий позволяет 
преодолеть ряд ограничений, свойственных для 
фармакологической коррекции митохондриаль-
ной дисфункции, так как сложность и неоднознач-
ность вовлечения митохондрий в патологические 
процессы, наряду с их многофакторной регуляци-
ей, делает задачу подбора лекарственных средств 
крайне тяжелой  [12].

Трансплантированные митохондрии, являясь 
целостными органеллами, способны проникнуть в 
клетку и заменить дисфункциональные митохон-
дрии  [13]. Огромный потенциал митохондриаль-
ной трансплантации стал основой для поиска спо-
собов их эффективной доставки в мозг [14]. Одной 
из новых и до сих пор недостаточно изученных 
стратегий является предложенное Picone et al. [15] 
использование синаптосом в качестве мембран-
ных структур для доставки функциональных ми-
тохондрий в клетки.

Синаптосомы  – это субклеточная фракция, 
представляющая собой искусственно замкнутые в 
результате выделения синаптические окончания 
нейронов. В  сравнении с другими мембранными  
структурами, использованными для защиты ми-
тохондрий во внеклеточной среде и их эффек-
тивной доставки  [14,  16], синаптосомы являются 
естественными системами, содержащими мито-
хондрии. Они обладают хорошей стабильностью, 
не склонны к флокуляции или агрегации, демон-
стрируют специфическое взаимодействие с ней-
рональными клетками и выдерживают крио-
консервацию с сохранением функциональной 
целостности митохондрий в них  [15].

Потенциал синаптосом не ограничивается 
только возможностью доставки содержащихся в 
них митохондрий. Уникальный состав синаптосом, 
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Рис. 1. Синаптосомы как «золотая середина» между терапией экзосомами и митохондриальной трансплан-
тацией. Синаптосомы содержат основные необходимые для поддержания синаптической функции элемен-
ты (синаптические митохондрии, аппарат для синтеза белка, набор микровезикул с нейромедиаторами); 
также синаптосомы содержат дополнительные элементы, имеющие потенциал для терапевтических при-
ложений (микроРНК, кольцевые РНК, мозговая метаболическая ДНК, долгоживущие белки и молекулы си-
наптической адгезии). Также синаптосомы можно дополнительно модифицировать и нагружать различны-
ми терапевтическими агентами

их структурные и функциональные особенности 
позволяют им оказывать влияние на когнитивные 
процессы и дают возможность рассматривать их 
в качестве перспективного комплексного сред-
ства терапии  БА и других нейродегенеративных 
заболеваний. Мы считаем, что функциональные 
синаптосомы являются многообещающим агентом 
для комплексной терапии: они сочетают в себе 
уникальные свойства и способности митохондрий, 
обладают стабильным и безопасным составом и 
имеют мембранную защиту как у  ЭВ, позволяю-
щую использовать их как в свободном виде, так 
и модифицировать их поверхность и нагружать 
дополнительными веществами  (рис.  1).

Изучение синапсов в настоящее время имеет 
решающее значение для всей нейробиологии. Раз-
витие представлений о биогенезе и организации 
синаптических окончаний, их кальциевом и энер-
гетическом метаболизме, а также об изменениях, 
происходящих в синапсах в ходе нормального и 
патологического развития нервной ткани, углуб-
ляет знания о  ЦНС и приближает нас к понима-
нию таких глобальных тем, как формирование 
памяти, старение и нейродегенеративные про-
цессы. Интересно, что, несмотря на многолетнюю 
историю исследования синапсов и их ключевую 
роль в осуществлении синаптических функ-
ций, идея использования синаптосом в качестве  



ДАШКОВА и др.1018

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

терапевтических агентов не была предложена 
даже в классических работах  [17,  18]. Стоит от-
метить, что изучения синаптических окончаний 
активно проводятся с  1950-х  гг., когда благодаря 
появлению электронной микроскопии стало воз-
можным исследовать их ультраструктуру  [19]. 
В 1960-е гг. Whittaker et al. [20,  21] получили препа-
рат изолированных нервных окончаний, который 
под названием «синаптосома» стал основой для 
огромного количества последующих исследований 
синаптических связей в мозге. Интерес к синап-
тосомам достиг пика в 1980-е гг. и сопровождался 
волной научных публикаций, посвященных син-
тезу, высвобождению и деградации нейромедиа-
торов  [22–24]. В  настоящее время синаптосомы 
продолжают активно изучаться. Так, за послед-
ние 10  лет было проведено большое количество 
протеомных и транскриптомных исследований 
синаптосом  [25,  26], а также работ, изучающих 
синаптосомы в контексте нейродегенеративных 
заболеваний  [27], или для разработки нейрофар-
макологических препаратов  [28]. Синаптосомы 
являются особенно полезным инструментом для 
моделирования синаптической дисфункции и из-
учения способов ее устранения [27]. Сегодня не воз-
никает сомнений, что синаптическая дисфункция 
является одним из ранних проявлений  БА  [29]: 
нарушения структуры и функций синапсов на-
блюдаются задолго до появления амилоидных 
бляшек и нейрофибриллярных клубков [30]. Более 
того, для дисфункции и потери синаптических 
окончаний была продемонстрирована наиболее 
сильная корреляция с деградацией когнитивных 
функций, нарушением поведения и памяти  [31]. 
По  этой причине многие современные стратегии 
терапии  БА направлены на сохранение синапсов 
и их правильное функционирование [29]. В связи 
с растущим интересом к использованию наноча-
стиц естественного происхождения для лечения 
различных заболеваний синаптосомы также были 
предложены в качестве препарата комплексной 
терапии БА  [32,  33]. В  частности, была высказана 
идея о применении синаптосом в качестве биоло-
гических систем доставки митохондрий в нервные 
клетки  [15] с целью восстановления митохондри-
альной дисфункции как одной из главных причин 
патологических процессов в синапсах  [34,  35].

СИНАПТИЧЕСКИЕ МИТОХОНДРИИ.  
МИТОХОНДРИАЛЬНО-НЕЙРОННЫЙ БАЛАНС

Из-за высокой энергетической потребности 
синаптических процессов наличие митохондрий в 
синапсах, по-видимому, имеет решающее значение 
для их правильного функционирования  [36,  37].  
Неудивительно, что в сравнении с другими участ-

ками клетки, синаптические окончания нейронов 
характеризуются наибольшим количеством мито-
хондрий  [38]. В  частности, в пресинаптических 
окончаниях митохондрии необходимы для ин-
тенсивной генерации аденозинтрифосфата  (ATP), 
который расходуется на высвобождение синап-
тических пузырьков, обратный захват нейро-
трансмиттеров  [39], генерацию и поддержание 
потенциала действия, а также для регуляции 
уровней Ca2+ и участия в различных сигнальных 
путях  [36,  40].

В связи с особой ролью, которую выполняют 
митохондрии в синапсах, в последние годы стало 
появляться все больше данных, свидетельствую-
щих о структурном и функциональном различии 
митохондрий, расположенных в соме нейронов 
(несинаптические митохондрии) и локализован-
ных в пресинаптических окончаниях (синапти-
ческие митохондрии)  [41]. Показано, что, в срав-
нении с несинаптическими митохондриями, для 
синаптических характерны меньшие размеры  [42], 
разные протеомные  [43] и липидомные  [44] про-
фили, различная активность ферментов цикла 
трикарбоновых кислот  [45] и процессов окисли-
тельного фосфорилирования  [46], а также бо́льшая 
восприимчивость к Ca2+  [47] и к ингибированию 
электрон-транспортной цепи  [48]. Синаптические 
митохондрии отличаются более высоким отно-
шением площади поверхности крист к площа
ди наружной митохондриальной мембраны  [49], 
а также повышенным уровнем цитохрома  c и 
плотностью крист  [50]. Все эти отличия позволя-
ют говорить о синаптических митохондриях как 
об особенном пуле нейрональных митохондрий, 
специализированном на поддержании функцио-
нальности синапса, в том числе буферизации Ca2+ 
и генерации ATP для обеспечения энергией синап-
тических окончаний  [36,  41].

На фоне интереса к синаптическим митохон-
дриям вопрос, посвященный их биогенезу, также 
не мог остаться без внимания. Так, в настоящее 
время рассматриваются две гипотезы функциони-
рования синаптических митохондрий. Согласно 
первой, пул митохондрий в синапсе пополняется 
за счет антероградного транспорта органелл из 
сомы, а в соответствии со второй, существует ло-
кальный биогенез митохондрий в пресинаптиче-
ских окончаниях. На  данный момент обе теории 
находят подтверждение, что позволяет предполо-
жить гармоничное сосуществование обоих меха-
низмов [50–53]. Вторая гипотеза представляет осо-
бый интерес в контексте диагностики и терапии 
нейродегенеративных заболеваний. Так, можно 
предположить, что в связи с раздельным биоге-
незом нарушения в процессах деления несинап-
тических митохондрий будут, скорее всего, при-
водить к серьезным патологиям во всей клетке,  
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вплоть до ее гибели, в то время как сбои в био-
генезе синаптических митохондрий с большей 
вероятностью будут наблюдаться на более ранних 
стадиях заболевания и будут связаны с дисфунк-
цией единичных синапсов  [51].

Было показано, что патологические измене-
ния в синаптических митохондриях возникают 
раньше, чем в митохондриях сомы. Сравнение 
двух субпопуляций митохондрий, выделенных из 
мозга мышей с наследственной формой  БА, пока-
зало накопление β-амилоидов  (Aβ) в синаптиче-
ских митохондриях в возрасте 4  месяца  – задолго 
до его появления в несинаптических органеллах 
и накопления вне клеток  [54]. Синаптические 
митохондрии с  Aβ продемонстрировали раннее 
проявление митохондриальной дисфункции, вы-
ражавшееся в повышенной проницаемости ми-
тохондриальной мембраны, ухудшении дыхания 
и активности цитохрома  c. Похожие результаты 
были получены Olesen et al. [55], которые изучали 
митохондриальное старение на здоровых мышах 
и наблюдали дисфункцию синаптических мито-
хондрий уже в возрасте 12 месяцев – за 6 месяцев 
до появления сходных патологий у несинаптиче-
ских митохондрий  [55]. Кроме того, показано уве-
личение чувствительности синаптических мито-
хондрий к токсическому действию Aβ-пептида 
на моделях нарушения синаптического гомео-
стаза  [56,  57].

В последние годы на моделях различных 
нейродегенеративных заболеваний была про-
демонстрирована тесная взаимосвязь между дис-
функцией синаптических митохондрий и нару-
шениями в работе синапсов  [34,  35]. В  частности, 
было показано регион-специфичное уменьшение 
количества митохондрий в пресинаптических 
окончаниях аутопсийного мозга больных БА  [58], 
а также уменьшение общего количества синап-
сов, меньшая представленность пресинапсов с 
множественными митохондриями и увеличение 
синапсов с поврежденными митохондриями в 
биоптатах мозга пациентов с БА [59]. Это положи-
тельно коррелирует с результатами, демонстриру-
ющими необходимость присутствия митохондрий 
в синаптических окончаниях и основаниях аксо-
нальных ветвей для поддержания их жизнеспо-
собности  [60,  61].

Таким образом, синаптическим митохондри-
ям отводится важная роль в обеспечении пра-
вильной работы синапсов. В связи с повышенной 
чувствительностью этих органелл для них были 
показаны более ранние функциональные и струк-
турные патологии, в том числе накопление  Aβ, 
чем для пула несинаптических митохондрий. Все 
это говорит о необходимости более пристального 
внимания к синаптическим митохондриям, осо-
бенно на ранних стадиях  БА, и о рассмотрении 

варианта трансплантации специфических синап-
тических митохондрий в качестве альтернативы 
трансплантации с использованием неспециализи-
рованных органелл.

Помимо работ, посвященных дисфункции 
синаптических митохондрий, были также про-
ведены исследования, посвященные изучению 
патологических изменений в структуре и коли-
честве синаптических везикул  – пузырьков, осу-
ществляющих хранение и квантовое высвобожде-
ние нейромедиаторов в синаптическую щель [62]. 
В  частности, в исследовании Wang  et  al.  [59] было 
показано, что, по сравнению с синаптическими 
окончаниями из мозга здоровых людей, в кото-
рых наблюдались симметричные синаптические 
везикулы, заполняющие собой весь пресинапс, 
для пациентов с  БА было характерно обилие си-
наптических окончаний с пустыми участками, а 
также синапсов с очень крупными везикулами и 
везикулами с характерным плотным центром. Так, 
для пациентов с БА количество пресинапсов с про-
зрачными круглыми синаптическими пузырьками 
составило 56%, что значительно меньше, чем для 
здоровых людей (83%; p  <  0,0001). В синапсах при-
нято классифицировать синаптические везикулы 
по трем пулам: немедленно готовый к высвобож-
дению (ready releasable pool, RRP), рециклирую-
щий и резервный. Wang  et  al.  [59] также оценили 
изменения в количестве везикул каждого из пулов 
при  БА и выявили, что, несмотря на отсутствие 
изменений в количестве везикул RRP и рецикли-
рующего пула, в резервном пуле было выявлено 
значительно меньшее число синаптических пу-
зырьков. Анализируя связь между митохондриаль-
ной дисфункцией и нарушениями синаптических 
везикул, авторы обнаружили положительную 
корреляцию плотности синаптических везикул с 
общим количеством митохондрий в пресинапти-
ческих окончаниях, но отрицательную корреля-
цию  – с процентом поврежденных митохондрий. 
В  частности, была также продемонстрирована 
положительная связь между количеством повреж-
денных митохондрий и дефектными везикулами 
(увеличенными везикулами и везикулами с плот-
ным центром)  [59].

Не менее интересными оказались выводы 
Chakroborty  et  al.  [63], которые наблюдали повы-
шенное спонтанное высвобождение нейротранс-
миттеров в синапсах модельных мышей  3xTg с 
наследственной формой  БА, а также меньшую 
плотность синаптических везикул RRP и резерв-
ного пула. Исследователи связывают данные де-
фекты пресинапсов с нарушением обмена  Ca2+, 
что также может быть следствием аномальной 
работы синаптических митохондрий при  БА  [63].

Формирование синаптических связей и хране-
ние информации требуют от нейронов постоянной 
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реконструкции и модификации синаптического 
протеома. Однако в связи со значительной дли-
ной дендритов и аксонов быстрая настройка и 
поддержание определенного набора синаптиче-
ских белков путем их антероградного транспор-
та из сомы были бы проблематичны. Нервные 
клетки решили данную проблему, расположив 
машинерию синтеза белков непосредственно в 
синаптических окончаниях. К  настоящему вре-
мени было выполнено большое количество работ, 
подтверждающих существование локального син-
теза вблизи синапсов  [64–68]. В  частности, были 
получены множественные данные об мРНК, с ко-
торых транслируется белок в пресинапсах. Так, в 
результате сравнения транскриптомов и транс-
латомов нейрональной сомы  (сомата), дендритов 
и аксонов (нейропиль) Glock et al. [67] обнаружили 
различия в интенсивности трансляции для тысяч 
транскриптов соматических и синаптических об-
ластей. Исследователи также отметили, что мно-
гие каркасные и сигнальные белки демонстриро-
вали повышенные уровни трансляции именно в 
нейропиле, и для более чем 800  мРНК основным 
местом трансляции были синаптические оконча-
ния аксонов.

На волне работ, уточняющих механизмы и 
пути регуляции локального пресинаптического 
синтеза белка  [69,  70], были также проведены 
исследования, посвященные нарушениям белко-
вого синтеза при нейродегенеративных заболе-
ваниях, в том числе  БА. Например, исследование 
Cefaliello et al. [71], сравнивших белковый синтез в 
синаптосомах из мозга здоровых мышей и мышей, 
сверхэкспрессирующих мутантную форму белка-
предшественника амилоида  (APP), показало раз-
личие в результатах электрофореза между двумя 
группами. В  частности, в синаптосомах больных 
мышей был обнаружен локальный синтез  APP, 
а также, в отличие от здоровых животных, для 
них не было показано смещения интенсивности 
синтеза в сторону определенных белков после 
контекстуального кондиционирования страха. 
В  исследовании Baleriola  et  al.  [72], показавших 
влияние  Aβ на пресинаптический синтез белка, 
была высказана идея, что белковый синтез в си-
наптических окончаниях может быть вовлечен в 
этиопатологию  БА.

Похожая идея была также высказана в ра-
боте, посвященной изучению белка Shank3  [73]. 
В  данном исследовании на синаптосомах поло-
сатого тела мозга мышей были выявлены повы-
шенные уровни рибосомальных белков, а также 
более интенсивный синтез белка в синапсе, что, 
как предполагают авторы, связано с ремодели-
рованием постсинаптического протеома на фоне 
сверхэкспрессии Shank3. Среди возможных меха-
низмов, приводящих к изменению белкового син-

теза при  БА, были также отмечены те, которые 
запускаются на ранних стадиях заболевания и 
проходят бессимптомно, как, например, потеря 
активности  Akt1 в результате окислительной мо-
дификации АФК [74] или изменения в транскрип-
томных профилях, приводящие к изменению 
плотности и морфологии дендритных шипиков 
на более поздних стадиях БА [75]. Таким образом, 
биосинтез белка в синаптических окончаниях вы-
ступает ключевым механизмом в реализации си-
наптической пластичности нейронов. Нарушения 
в синаптическом аппарате синтеза белков могут 
приводить к дисфункции синапсов, а также опо-
средовать этиопатогенез БА в  целом.

На сегодняшний день появляется все больше 
данных, демонстрирующих участие микроРНК в 
функционировании синаптических окончаний, в 
том числе в синаптической пластичности, синап-
тогенезе, морфологии [76]. Особо следует отметить 
способность микроРНК регулировать синаптиче-
ский синтез белка  [77], что в данный момент яв-
ляется объектом внимания в исследованиях раз-
вития нейродегенеративных заболеваний  [78–80].

Несмотря на то что роль синаптических 
микроРНК в патогенезе  БА еще предстоит из-
учить, сделаны попытки оценить их функцио-
нальную активность в норме и при патологии. 
Так, Kumar  et  al.  [78] провели масштабное иссле-
дование, в котором сравнивалась представлен-
ность цитозольных и синаптических микроРНК 
в аутопсийном головном мозге больных  БА и 
мышей с наследственной формой заболевания. 
В  результате сравнения синаптических микро-
РНК в образцах пациентов с БА и здоровых людей 
было показано, что различные уровни экспрессии 
характерны для 11  микроРНК, из которых 4  мик-
роРНК сверхэспрессированы в образцах с  БА 
(miR-502-3p, miR-500a-3p, miR-877-5p, miR-664b-3p), 
а 7 микроРНК демонстрируют сниженную экспрес-
сию (miR-3196, miR-6511b-5p, miR-4508, miR-1237-5p, 
miR-5001-5p, miR-4492, miR-4497) в сравнении с 
контролем. Особый интерес, по мнению исследо-
вателей, представляют miR-501-3p и miR-502-3p, 
которые, как было показано, могут модулировать 
функции ГАМКергических синапсов  – тормозных 
синапсов, работа которых нарушена при  БА  [81].

Помимо вышеперечисленного, синаптосомы 
содержат и другие интересные компоненты, кото-
рые могут оказать существенное влияние на про-
являемые ими терапевтические свойства.

Метаболическая ДНК мозга  (МДМ) возника
ет в результате цитоплазматической обратной 
транскрипции и приобретает затем двухцепочеч-
ную конфигурацию, она не участвует в делении 
и поэтому была определена как «метаболиче-
ская». Свойства МДМ до сих пор до конца не из-
учены, однако она участвует в активации генов,  
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способствующих обучению и регуляции организма 
в ответ на внешние воздействия. Повышенное со-
держание МДМ в синаптосомах и положительная 
корреляция МДМ с митохондриями указывает на 
активное участие данных структур в процессах 
обучения, памяти и контроля циркадных рит-
мов  [82–85]. Эта ДНК может предоставлять необ-
ходимый генетический материал для локализо-
ванного в синапсе синтеза белка, позволяющего 
быстро реагировать на синаптическую активность 
и облегчающего динамические изменения, связан-
ные с синаптической пластичностью. Более того, 
МДМ в синаптосомах, нам кажется, может уча-
ствовать в поддержании и модуляции синапти-
ческих митохондрий, вносящих вклад в модифи-
кацию синаптических процессов. Точную роль и 
значение МДМ внутри синаптосом еще предстоит 
выяснить. Терапия с применением синаптосом в 
данном случае может влиять на восстановление 
общего баланса в синапсах  при  БА.

Долгоживущие белки. Уникальной характе-
ристикой синаптосом является повышенное со-
держание долгоживущих белков  [86]. Эти белки, 
как следует из названия, обладают увеличенным 
сроком жизни, сохраняясь внутри клеток в тече-
ние длительных периодов времени, у которых 
превышены типичные темпы оборота в клетках. 
В контексте синаптосом эти долгоживущие белки 
потенциально играют важную роль в синаптиче-
ской функции и пластичности [87,  88]. Учитывая 
их долговечность, они могли бы стать своего рода 
молекулярной памятью, сохраняющей синапти-
ческие модификации с течением времени, тем 
самым способствуя сохранению синаптических 
изменений в долгосрочной перспективе, напри-
мер, происходящих во время длительной потен-
циации или депрессии [89]. Эти белки могут также 
играть защитную роль, способствуя устойчивости 
синаптосом. Поскольку синапсы являются дина-
мичными структурами, в условиях частого ремо-
делирования присутствие долгоживущих белков 
может усиливать синаптическую стабильность, 
сохраняя синаптическую целостность при посто-
янных изменениях. Еще один важный аспект, 
связанный с долгоживущими белками в синапто-
сомах, относится к их потенциальному влиянию 
на клеточную аутофагию. Аутофагия, ключевой 
клеточный процесс, ответственный за деградацию 
и переработку клеточных компонентов, играет 
важную роль в поддержании здоровья клеток и 
синаптических окончаний. В  контексте долгожи-
вущих белков присутствует хрупкий баланс. Хотя 
эти белки оказывают значительное влияние на 
синаптические функции и устойчивость формиро-
вания памяти, их длительное существование по-
тенциально может нарушать процесс аутофагии. 
Перегрузка данными белками может приводить  

к изменению функции белкового обмена и накоп-
лению дисфункциональных белков. Такие нару-
шения динамического баланса белкового синтеза, 
функции и деградации могут иметь серьезные 
последствия, особенно при нейродегенеративных 
заболеваниях  [90,  91].

Молекулы адгезии. Неотъемлемой частью 
состава синаптосом являются молекулы адгезии, 
которые играют ключевую роль в обеспечении 
синаптического сигнала и функции  [92,  93]. Эти 
молекулы облегчают взаимодействие и взаимо-
связь между клетками, способствуя структурной 
целостности синапсов и модулируя синаптиче-
скую пластичность. Известно, что изменения в 
молекулах синаптической адгезии вовлечены в 
патогенез  БА. При  БА происходит нарушение ре-
гуляции и дисфункция этих молекул, что способ-
ствует потере синапсов, дисфункции нейронов и 
когнитивным нарушениям, являющимся призна-
ками заболевания  [94,  95].

Кольцевые РНК  (circRNAs) являются еще 
одним интригующим компонентом синаптосом. 
В  отличие от линейных аналогов, circRNAs обра-
зуют ковалентно замкнутые структуры без терми-
нальных концов, что наделяет их повышенной 
стабильностью и уникальными регуляторными 
возможностями. В  нейробиологическом контек-
сте circRNAs участвуют в разнообразных функ-
циях нейронов, от синаптической пластичности 
до когнитивных процессов. Последние данные 
свидетельствуют о том, что эти молекулы могут 
играть решающую роль в регуляции экспрессии 
генов в нейронах, влияя на синаптическую ак-
тивность и способствуя формированию памяти. 
При  БА наблюдались изменения уровней и функ-
ций circRNAs, что указывает на их потенциаль-
ное участие в патогенезе заболевания. Нарушение 
регуляции экспрессии circRNAs может влиять на 
функциональность синапсов, способствовать 
дисфункции нейронов и в конечном итоге при-
водить к когнитивному дефициту, характерному 
для БА  [96,  97]. В свете этих наблюдений наличие 
circRNAs внутри синаптосом может быть терапев-
тически выгодным  [98,  99]. Введение синаптосом, 
содержащих здоровые функциональные circRNAs, 
потенциально могут восстанавливать нормаль-
ные уровни и функции circRNAs при  БА.

Помимо использования в качестве самостоя-
тельного терапевтического средства, существует 
возможность использования синаптосом в каче-
стве средства целевой доставки (рис. 2). Учитывая 
присущее им сродство к нейронам, синаптосомы 
можно использовать для транспорта и доставки 
различных агентов, направленных на характер-
ные мишени  БА, непосредственно в нейроны 
весьма специфичным образом. Этого можно до-
стичь путем загрузки синаптосом целым рядом 
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Рис. 2. Синаптосома с ее уникальным составом и 
естественным сродством к нейронам может работать 
как «официант», разносящий необходимые нейронам 
соединения

терапевтических агентов – от низкомолекулярных 
лекарств  [15,  100] до более крупных биомолекул, 
таких как пептиды и антитела [101], а также даже 
наночастицы  [102]. С  помощью различных мето-
дов загрузки эти агенты можно инкапсулировать 
внутрь синаптосом или прикрепить к их поверх-
ности, создавая «нагруженную лекарственными 
соединениями» синаптосому. Благодаря прису-
щему сродству к нейронам, загруженные синап-
тосомы при введении в организм будут достав-
ляться к нейронам и взаимодействовать с ними. 
Попав в целевой участок, синаптосомы смогут 
высвобождать свой терапевтический «груз», воз-
действуя непосредственно на пораженные нейро-
ны. Такой целенаправленный подход к доставке 
не только повышает терапевтическую эффектив-
ность средств, направленных против БА, но также 
и сводит к минимуму нецелевые эффекты, улуч-
шая общий профиль безопасности. Поэтому раз-
работка и оптимизация методов модификации и 
загрузки синаптосом различными агентами для 
лечения БА может стать перспективным способом 
доставки лекарств в  терапии  БА.

Уникальный внутренний состав, а также спо-
собность накапливать и метаболизировать раз-
личные вещества увеличивают потенциал исполь-
зования синаптосом в качестве универсального 
препарата для доставки веществ к нейронам, в 
том числе различных антиоксидантов, средств, 
направленных против  БА, и  других.

ОСНОВНЫЕ ПРОБЛЕМЫ  
И БУДУЩИЕ НАПРАВЛЕНИЯ  

СИНАПТОСОМАЛЬНОЙ ТЕРАПИИ

Существует несколько проблем, связанных с 
использованием синаптосом в качестве терапев-
тических средств при  БА. Вопросы выделения, 
очистки и стандартизации состава являются одни-
ми из наиболее важных для проведения доклини-
ческих и клинических исследований. Выделение 
и очистка синаптосом может оказаться весьма 
сложным процессом, для которого необходимы 
специфические протоколы и условия для поддер-
жания целостности и функций органелл. Суще-
ствуют десятки протоколов выделения синапто-
сом со своими преимуществами и недостатками, 
но не существует единого метода, который был 
бы оптимален для всех целей  [18,  34].

Выбор подходящего источника для экстрак-
ции синаптосом представляет собой серьезную 
проблему в контексте разработки лечебных стра-
тегий на основе синаптосом. Происхождение си
наптосом может во многом определять состав 
содержащихся в них нейротрансмиттеров, что, 
в свою очередь, будет влиять на их терапевти-

ческое приложение. Каждая область мозга имеет 
уникальные синаптические характеристики и 
профили нейромедиаторов, что потенциально 
приводит к синаптосомам с различным составом 
и функциональными возможностями. Например, 
синаптосомы, извлеченные из гиппокампа, могут 
иметь другой состав нейротрансмиттеров по срав-
нению с синаптосомами, выделенными из обла-
стей коры. Несомненно, это обстоятельство будет 
влиять на терапевтические эффекты синаптосом, 
особенно учитывая ключевую роль конкретных 
нейротрансмиттеров в синаптической пластич-
ности, процессах обучения и памяти.

Таким образом, достижение полного понима-
ния дифференциальных профилей нейромедиато-
ров в синаптосомах, полученных из различных 
областей мозга, имеет решающее значение. Более 
того, выбор источника синаптосом также должен 
быть адаптирован в зависимости от конкретного 
нейродегенеративного заболевания. Например, 
для  БА может потребоваться использование си-
наптосом, происходящих из гиппокампа со сво-
им специфическим составом нейромедиаторов. 
Исторически сложилось так, что отбор специфи-
ческих субпопуляций синаптосом представлял 
научный интерес. Примечательно, что в конце 
1980-х и начале 1990-х  гг. для решения этой про-
блемы были разработаны инновационные на тот 
момент методы. Одним из таких подходов стало 
использование иммуномагнитофореза  – метода, 
позволяющего разделить определенные субпо-
пуляции синаптосом  [103–105]. Данные методы 
можно усовершенствовать и адаптировать с ис-
пользованием современных технологий для луч-
шего разделения субпопуляций синаптосом с их 
последующим применением в терапевтических 
целях при нейродегенеративных заболеваниях.  
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Мы предполагаем, что в качестве источника си-
наптосом можно рассматривать индуцированные 
плюрипотентные стволовые клетки  (ИПСК), кото-
рые, благодаря их способности дифференцировать-
ся в любой тип клеток, могут быть преобразованы 
в специфические нейроны, представляющие инте-
рес. Полученные культуры нейронов далее могут 
служить источником для извлечения синаптосом 
с определенным профилем нейротрансмиттеров 
в  соответствии с поставленной целью  [106].

Определение подходящей (оптимальной) дозы 
является одним из решающих условий при ис-
пользовании синаптосом. Дозировки, используе-
мые в экспериментальных работах по трансплан-
тации митохондрий, могут служить отправной 
точкой для определения доз в случае синаптосом. 
Определение диапазона оптимальных доз, при 
которых достигается максимальный терапевти-
ческий эффект с одновременной минимизацией 
потенциальных побочных эффектов  – сложная 
задача, требующая комплексных доклинических 
исследований.

Способ введения также является определяю-
щим фактором терапевтического потенциала си-
наптосом. В  контексте доставки в головной мозг 
по-настоящему эффективным и удобным методом 
является интраназальное введение  (ИВ). Так, по 
сравнению с периферическим и интрацеребро-
вентрикулярным введением, ИВ предоставляет 
следующие преимущества: отсутствие фармако-
кинетических препятствий в виде метаболизма 
в печени, ферментативной деградации в желу-
дочно-кишечном тракте, почечной фильтрации и 
необходимости преодолевать ГЭБ  [107]; обширная 
адсорбирующая поверхность носовой полости, а 
также высокая проницаемость носового эпителия 
в связи с обилием кровеносных сосудов и неплот-
ными межклеточными контактами; возможность 
прямого проникновения даже относительно круп-
ных частиц (экзосом, митохондрий) из носовой 
полости в мозг через пути обонятельного и трой-
ничного нервов, обеспечивающая более высокую 
биодоступность препарата  [108]; неинвазивность 
процедуры, что делает возможным самостоятель-
ное введение. Экспериментальных данных по 
интраназальному введению синаптосом еще нет, 
однако существует немногочисленная, но инте-
ресная и актуальная литература по ИВ митохон-
дрий, которая может служить отправной точкой 
для подбора подходов к синаптосомальной тера-
пии  [109–115].

Несмотря на многообещающие перспективы 
применения синаптосом, необходимо признать, 
что эта область все еще находится на начальной 
стадии исследования. Мы полагаем, что основной 
проблемой в настоящее время является отсут-
ствие экспериментальных работ, направленных 

на изучение их терапевтического потенциала, 
разработки методов определения стабильности 
синаптосом, оценки их профиля безопасности, 
биораспределения и потенциальных побочных 
эффектов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синаптосомы представляют собой искусствен-
но создаваемую мембранную структуру, включаю-
щую синаптическое окончание нейрона с элемен-
тами постсинапса. Мы считаем, что синаптосомы 
могут проявлять терапевтическое действие в 
отношении нейродегенеративных заболеваний. 
Входящие в их состав синаптосомальные мито-
хондрии, синаптические пузырьки, содержащие 
нейротрансмиттеры, и аппарат синтеза белка го-
ворят о заметной роли синаптических окончаний 
в формировании памяти и синаптической плас-
тичности. Более того, специфические компоненты, 
входящие в их состав, еще больше усиливают тера-
певтический потенциал. Наличие метаболической 
ДНК мозга может обеспечивать самоподдержание 
синаптосомальных митохондрий; долгоживущие 
белки в синаптосомах, как предполагается, участ-
вуют в долговременной памяти и синаптической 
пластичности; а синаптические молекулы клеточ-
ной адгезии необходимы для формирования и под-
держания синаптических связей и обусловливают 
структурное восстановление. Такие отличитель-
ные качества синаптосом, как присущая им пред-
расположенность к взаимодействию c нейронами, 
разнообразие функциональных элементов и воз-
можность к модификациям, позволяют их рассма-
тривать как уникальные, «природные» элементы. 
Кроме того, возможность изменять и конструиро-
вать синаптосомы для доставки терапевтических 
агентов позволяет рассматривать перспективы их 
использования как многообещающий инноваци-
онный подход в лечении нейродегенеративных 
заболеваний. Несмотря на уникальные свойства 
синаптосом, экспериментальных работ по из-
учению их терапевтического потенциала очень 
мало. Поэтому одной из целей авторов данного 
обзора было привлечь внимание исследователей 
к этой интересной, перспективной и недостаточно 
изученной проблеме.

Ограничения работы. Исследование синапто-
сом как потенциальных терапевтических средств 
в лечении нейродегенеративных заболеваний 
может стать новым и перспективным направле-
нием биомедицинских исследований. В  основе 
этого обзора лежит личная гипотеза авторов о 
том, что синаптосомы можно рассматривать как 
самостоятельные терапевтические агенты. Эта 
идея представляет собой развитие концепции 
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использования синаптосом для адресной достав-
ки митохондрий в нервные клетки. Заметным 
ограничением работы в данном случае является 
отсутствие достаточного количества эксперимен-
тальных исследований: на текущий момент есть 
только одно экспериментальное подтверждение, 
полученное на модели in  vitro. При этом цель 
данного обзора  – пробудить интерес у научного 
сообщества к изучению и использованию экс-
траклеточных микро- и нановезикул из клеток 
мозга и синаптосом в качестве терапевтических  
агентов.

Другим ограничением работы является нетра-
диционная структура представленного обзора, так 
как в нем отсутствуют сведения о применении 
синаптосом в классических исследованиях рабо-
ты головного мозга. Использование синаптосом 
для изучения различных заболеваний нервной 
системы известно давно, и в настоящее время 
существует большое количество обзорных статей 
по данной тематике. Однако авторы обзора пре-
следовали иную цель и стремились рассмотреть 
синаптосомы под другим углом, в частности, с 
точки зрения их уникального состава. В  связи 

с чем центральное место в представленном обзоре 
занимают последние сведения о важнейших, на 
наш взгляд, компонентах синаптосом, которые 
могут обладать терапевтическим потенциалом 
в соответствии с современными представлениями 
об этиопатогенезе БА и, таким образом, заложить 
основу для инновационных подходов лечения 
данного заболевания.
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Alzheimer’s disease (AD) is a severe neurodegenerative disease that affects millions of people around 
the world. The increasing prevalence of AD correlates with increasing life expectancy and aging pop-
ulations in developed countries. Since AD is a multifactorial disease and includes various pathological 
processes, such as: synaptic dysfunction, neuroinflammation, oxidative stress, protein misfolding, etc., 
an integrated approach aimed simultaneously at several targets may be effective and slow down the 
progression of the disease. Cell therapy and its further development in the form of transplantation 
of cellular vesicles and especially mitochondria are a very promising approach for the treatment of 
neurodegeneration. The use of synaptosomes, due to the uniqueness of their content, may become a 
new stage in the development of complex therapy for neurodegenerative diseases and AD in particular. 
This review discusses the preparation and composition of synaptosomes, as well as the possibilities and 
advantages of their use as transporters for the delivery of synaptic mitochondria and other biologically 
active substances to the brain.
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NMDA-рецептор астроцитов представляет собой гетеротетрамер, состоящий из 7 разных субъеди-
ниц. Экспрессия и свойства рецептора во многом определяются его субъединичным составом. 
Астроцитарные NMDA-рецепторы обладают своими функциональными особенностями  – они 
слабо чувствительны к ионам магния и обладают низкой кальциевой проводимостью. Актива-
ция NMDA-рецепторов астроцитов играет важную роль в регуляции внутриклеточных процес-
сов, таких как экспрессия генов и работа митохондрий. NMDA-рецепторы участвуют в кальцие-
вой сигнализации астроцитов и могут активироваться как ионотропным, так и метаботропным 
путем. Астроцитарные NMDA-рецепторы участвуют в нейроглиальных взаимодействиях, влияя 
на синаптическую пластичность. Они также задействованы в астро-васкулярных взаимодей-
ствиях и играют роль в регуляции тонуса сосудов. NMDA-рецепторы астроцитов участвуют  
в патологических состояниях, таких как ишемия и гипераммониемия. Их блокирование пред-
отвращает негативные изменения в астроцитах при этих патологиях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: астроциты, NMDA-рецепторы, нейроглиальные взаимодействия, нейропато-
логии.

DOI: 10.31857/S0320972524060069 EDN: XMERNL

Принятые сокращения: ГАМК  – гамма-аминомасляная кислота; ЛПС  – липополисахариды; МК-801 – дизо-
цилпин, блокатор пор рецептора NMDA; Т/Н  – ток/напряжение; ЭР  – эндоплазматический ретикулум; Aβ  – 
бета-амилоид; АР-5 – антагонист глутамата; BDNF – нейротрофический фактор мозга; ERK – экстраклеточная 
сигнал-регулируемая киназа; GFAP – глиальный фибриллярный кислый белок; NBQX – 2,3-диоксо-6-нитро-7-суль-
фамоилбензо[f]хиноксалин; NMDA-рецепторы – рецепторы N-метил-D-аспартата; nNOS – нейрональная NO-син-
таза; NOS1 – синтаза оксида азота 1; TNF – фактор некроза опухоли; ТТХ – тетродотоксин.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Нейротрансмиттерные рецепторы N-метил-D-
аспартата (NMDA-рецепторы) широко распростра-
нены в центральной нервной системе и играют 
ключевую роль в процессах синаптической плас-
тичности, обучения и памяти. В  течение многих 
лет исследования были сосредоточены на изуче-
нии NMDA-рецепторов нейронов, в частности, их 
роли в возникновении долговременной потенциа-
ции и депрессии в гиппокампе и коре головного 
мозга. Однако в последние годы было установле-
но, что NMDA-рецепторы также экспрессируются 
глиальными клетками, в частности, астроцитами. 

Экспрессия функционально активных NMDA-ре-
цепторов на астроцитах была продемонстрирова-
на с использованием различных подходов, вклю-
чая электрофизиологию, кальциевый имиджинг 
и фармакологический анализ. Тем не менее фи-
зиологические свойства и функциональная роль 
NMDA-рецепторов астроцитов до конца не ясны 
и требуют дальнейшего всестороннего изучения.

Одной из проблем, с которой сталкиваются 
исследователи в данном направлении, является 
сложность отделить эффекты NMDA-рецепторов, 
экспрессируемых астроцитами, от нейрональных. 
В связи с этим большая часть информации о функ-
циях NMDA-рецепторов астроцитов получена либо 
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с использованием астроцитарных культур, либо 
на изолированных астроцитах. Накопленные дан-
ные свидетельствуют о том, что NMDA-рецепторы 
астроцитов не только влияют на сами астроциты, 
но также играют важную роль во взаимодействии 
с нейронами, регуляции сосудистого тонуса в моз-
ге и других процессах. Кроме того, эти рецепторы 
играют роль и при патологических состояниях, 
таких как гипераммониемия, ишемия и болезнь 
Альцгеймера.

Данный обзор охватывает всю историю из-
учения NMDA-рецепторов астроцитов от момента 
первых исследований, когда только предполага-
лось наличие данных рецепторов на глиальных 
клетках, до настоящего времени. Целью обзора 
является систематизация накопленных к данно-
му моменту знаний об экспрессии, свойствах и 
функциях астроцитарных NMDA-рецепторов как 
в  норме, так и при патологиях.

СТРУКТУРА NMDA-РЕЦЕПТОРОВ

NMDA-рецептор относится к подтипу ионо-
тропных глутаматных рецепторов, куда также 
входят АМРА- и каинатные рецепторы. NMDA-
рецепторы  – гетеротетрамеры, собирающиеся из 
комбинации 7 субъединиц, разделенных на 3 под-
семейства: GluN1, GluN2 (A, B, C и D) и GluN3 (A и B) 
[1], которые кодируются генами Grin1, Grin2  (a, b, 
c и d) и Grin3  (a и b) соответственно. Структурное 
разнообразие NMDA-рецептора расширяется также 
за счет посттранскрипционного процессинга РНК 
GluN1-субъединицы, что дает 8 различных сплайс-
вариантов. В  составе NMDA-рецепторов всегда 
присутствуют 2  субъединицы GluN1 в комбина-
ции с субъединицами GluN2 и/или  GluN3.

NMDA-рецепторы отличаются от других ли-
ганд-зависимых ионотропных рецепторов тем, 
что имеют потенциал-зависимую Mg2+-блокировку; 
высокую кальциевую проводимость и для акти-
вации им необходимо связывание с коагонистом 
(глицин или D-серин). Свойства рецептора опре-
деляются его субъединичным составом и в осо-
бенности зависят от GluN2-субъединиц. Дигетеро-
мерные рецепторы, содержащие GluN2А/GluN2B, 
имеют более высокую проводимость и прони-
цаемость для Ca2+, чувствительны к  Mg2+-блоку 
в сравнении с дигетеромерными рецепторами, 
содержащими GluN2C/GluN2D. Тригетеромерные 
рецепторы, имеющие в составе GluN3-субъеди-
ницу, имеют наименьшую чувствительность к 
Mg2+-блоку. Чувствительность NMDA-рецепторов 
к Mg2+-блоку зависит от варианта GluN2-субъеди-
ницы; они располагаются по чувствительности 
следующим образом (в порядке возрастания): 
GluN2A, GluN2B, GluN2C, GluN2D. Состав рецеп-

тора также определяет его чувствительность к 
протонам, полиаминам и цинку. Ионы цинка 
являются высокоспецифичными антагонистами 
GluN1-/GluN2A-содержащих рецепторов, а прото
ны преимущественно ингибируют GluN2B- или 
GluN2D-содержащие рецепторы. В  свою очередь, 
экстраклеточные полиамины выступают в каче-
ство позитивных аллостерических модуляторов  – 
GluN2B-содержащих NMDA-рецепторов. Полиамины 
связываются с N-концевым доменом, тем самым 
стабилизируют GluN1-/GluN2-димер, что приводит 
к потенциации активности рецептора, в том чис-
ле за счет повышения аффинности к коагонисту, 
глицину  [2].

Таким образом, NMDA-рецепторы представ-
ляют собой структурно и функционально разно-
образный класс глутаматных рецепторов, обла-
дающих уникальными свойствами, такими как 
высокая проводимость по ионам кальция, потен-
циал-зависимая магниевая блокада и необходи-
мость связывания коагониста для активации. 
Разнообразие субъединичного состава NMDA-ре-
цепторов определяет их фармакологические, био-
физические и регуляторные особенности. В  част-
ности, присутствие разных субъединиц GluN2 
влияет на чувствительность рецепторов к ионам 
магния, протонам, цинку и полиаминам. Благо-
даря структурно-функциональной гетерогенности 
NMDA-рецепторы выполняют широкий спектр 
физиологических функций и играют ключевую 
роль в процессах синаптической пластичности, 
обучения и памяти.

ЭКСПРЕССИЯ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ  
НА АСТРОЦИТАХ

NMDA-рецепторы преимущественно экспрес-
сируются на постсинаптической мембране ней-
ронов, но и на пресинаптической, где они, в 
частности, облегчают кратковременную пластич-
ность  [3]. Активация постсинаптических рецеп-
торов играет важную роль в передаче сигнала и 
нейрональной пластичности. NMDA-рецепторы 
также экспрессируются и различными глиаль-
ными клетками, такими как олигодендроциты, 
микроглия и астроциты. Данный обзор посвящен 
именно астроцитарным NMDA-рецепторам. К  на-
стоящему моменту накопилось много работ, де-
монстрирующих экспрессию различных субъеди-
ниц NMDA-рецептора как на уровне РНК, так и на 
белковом уровне  (таблица). Тем не менее есть и 
противоречивые данные о наличии функциональ-
ных рецепторов на астроцитах гиппокампа. Так, в 
работах Li et al. [4] и Zhang et al. [5] была установ-
лена экспрессия субъединиц GluN1, GluN2A, GluN2B 
астроцитами на белковом уровне в смешанных 



ОСОБЕННОСТИ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ АСТРОЦИТОВ 1033

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

Экспрессия субъединиц NMDA-рецептора

Модель Метод  
исследования Экспрессия субъединиц Источник

Первичные культуры кортикальных 
астроцитов мыши

ПЦР положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b, 
Grin2c, Grin2d, Grin3a, Grin3b

[7]ИЦХ положительная: GluN1

Вестерн-блот положительная: GluN1

Клеточная культура кортикальных 
астроцитов крыс

ПЦР положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b, 
Grin2c, Grin2d, Grin3a, Grin3b

[8]

ИЦХ положительная: GluN1, GluN2A, GluN2B, 
GluN2C, GluN2D, GluN3A, GluN3B

Ткань мозга взрослых доноров  
(человек)

ПЦР положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b, 
Grin2c, Grin2d, Grin3a, Grin3b

[9]

ИЦХ положительная: GluN1, GluN2A, GluN2B, 
GluN2C, GluN2D, GluN3A, GluN3B

Выделенные кортикальные GFAP-/
EGFP-положительные клетки мыши РВ-ПЦР положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b, 

Grin2c, Grin2d, Grin3a [10]

Клетки коры мыши ПЦР одной 
клетки

положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b, 
Grin2c, Grin3a [11]

отрицательная: Grin2d, Grin3b

Клеточные суспензии из кортикаль-
ного слоя мыши, очищенные путем 
активируемой флуоресценцией  
сортировки клеток, астроциты

ПЦР одной 
клетки

положительная: Grin1, Grin2B, Grin2C
[12]

отрицательная: Grin2a, Grin2d, Grin3

Первичные культуры корковых  
астроцитов мыши

РВ-ПЦР положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b
[13]

ИЦХ положительная: GluN1, GluN2B

Первичные культуры корковых  
астроцитов крысы

РВ-ПЦР положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b
[14]

Вестерн-блот положительная: GluN2A, GluN2B

Срезы гиппокампа GFAP-GFP  
трансгенных мышей FVB/N

ПЦР одной 
клетки

положительная: Grin1, Grin2a, Grin2b, 
Grin2c [5]

Первичные культуры корковых  
астроцитов крысы ИЦХ положительная: GluN2B [15]

Первичные культуры корковых  
астроцитов крысы ИЦХ положительная: GluN2B [16]

Смешанные культуры гиппокампа 
крысы ИЦХ положительная: GluN1, GluN2A, GluN2B [17]

Гиппокамп взрослой крысы ИГХ отрицательная: GluN1, GluN2B [6]

Примечание. ИЦХ  – иммуноцитохимия; ИГХ  – иммуногистохимия; РВ-ПЦР  – полимеразная цепная реакция 
в реальном времени; GFAP – глиальный фибриллярный кислый белок.

культурах гиппокампа и уровне РНК в  срезах 
гиппокампа. Однако в работе Krebs  et  al.  [6] субъ-
единицы GluN1 и GluN2B не были обнаружены в 
срезах и культурах гиппокампа крысы. В  связи с 

этим в рамках данного обзора большее внимание 
будет уделено роли NMDA-рецепторов на корти-
кальных астроцитах, для которых доказана воз-
можность экспрессии всех субъединиц.
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ЭЛЕКТРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ  
ИССЛЕДОВАНИЯ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ  

АСТРОЦИТОВ

Значительный массив данных об электро-
физиологических свойствах астроцитарных 
NMDA-рецепторов был получен с использова-
нием изолированных кортикальных астроцитов 
мыши  [18–20]. Было показано, что NBQX (2,3-ди-
оксо-6-нитро-7-сульфамоилбензо[f ]хиноксалин, 
антагонист AMPA-рецепторов) подавляет первона-
чальный быстрый пик ответа на глутамат, а D-AP5 
(конкурентный ингибитор NMDA-рецепторов) по-
давляет устойчивый компонент глутамат-инду-
цированных токов  [18]. NMDA-индуцированные 
концентрационно-зависимые токи имели место 
в подавляющем большинстве астроцитов  (47 из 
54 проверенных астроцитов). При этом отношение 
ток/напряжение  (Т/Н) было близко к линейному, 
что характерно для протоплазматических астро-
цитов. Пороговая концентрация NMDA составила 
30  нМ, а EC50  =  0,34  мкМ. Кроме того, глицин и 
D-серин не только усиливали NMDA-токи в астро-
цитах, но и выступали в роли слабых агонистов 
NMDA-рецепторы в астроцитах, но не в нейронах. 
В  нейронах D-серин выступал в роли коагониста, 
усиливая NMDA-токи  [18,  20].

Важно отметить, что в астроцитах вызванные 
NMDA токи отличались от нейрональных. Во-пер-
вых, было показано, что проницаемость NMDA-
рецепторов в астроцитах для кальция заметно 
ниже, чем в нейронах  [19]. Во-вторых, вызывае-
мые NMDA токи в нейронах были максимальны-
ми при мембранном потенциале, равном –40  мВ, 
а отношение Т/Н характеризовалось отрицатель-
ным наклоном проводимости между –80 и –40  мВ, 
что указывает на наличие магниевого блока при 
гиперполяризованном потенциале. В  астроцитах, 
напротив, вызываемые NMDA токи практически 
линейно зависели от мембранного потенциала и 
практически не зависели от концентрации вне-
клеточного магния. Это указывает на слабую чув-
ствительность или полное отсутствие магниевого 
блока  [18]. Однако в более ранней работе, про-
веденной на мышиных кортикальных астроцитах 
в срезах, было показано, что, несмотря на то что 
при низкой концентрации магния во внеклеточ-
ном растворе (1,3  мМ  MgCl2), астроциты имеют 
практически линейное отношение ток/напряже-
ние в ответ на NMDA; 4 мМ магния во внеклеточ-
ной среде частично подавляет ответ на NMDA в 
астроцитах, а 10  мМ  – полностью подавляет  [12]. 
Такое различие, как предполагают авторы, может 
быть связано с различием использованных моде-
лей, поскольку диффузионные барьеры и косвен-
ные эффекты могут вызывать значительные труд-
ности при интерпретации полученных на срезах 

данных. Тем не менее данная работа показывает 
наличие функционально активных NMDA-рецеп-
торов на астроцитах в срезах, поскольку добавка 
NMDA производилась в присутствии коктейля 
ингибиторов потенциал-зависимых натриевых 
каналов и АМРА-рецепторов.

Приведенные выше данные касательно элек-
трофизиологических свойств NMDA-рецепторов 
относятся к астроцитам, характеризующимся 
линейным отношением  Т/Н, что характерно для 
протоплазматических астроцитов  [12,  18]. NMDA-
индуцированные токи в этих астроцитах имели 
практически линейное отношение Т/Н и потенци-
ал реверсии близкий к 0  мВ  [12, 18,  19]. Однако в 
работе Kondoh et al. [21] с использованием культур 
человеческих астроцитов, полученных из ткани 
белого вещества, окружающего метастазирующую 
опухоль мозга, было показано, что NMDA  (1  мМ) 
может вызывать токи в астроцитах, характеризу-
ющиеся выходящим выпрямлением и потенциа-
лом реверсии при 0  мВ. В  данной работе также 
было показано, что внеклеточный магний  (2  мМ) 
подавляет ответ на NMDA почти в 2  раза. Таким 
образом, отсутствие магниевого блока на NMDA-
рецепторах астроцитов было показано только на 
изолированных астроцитах коры мыши. Астроци-
ты в срезах и культурах имеют меньшую чувстви-
тельность к магнию, в сравнении с нейронами, 
но все же ингибируются при высокой концентра-
ции магния. Однако, так как данные по культу-
рам были получены на клетках человека, может 
иметь место видовое различие. Кроме того, в 
данной работе было показано, что глицин усили-
вает вызванные NMDA токи, и NMDA-рецепторы 
астроцитов имеют меньшую кальциевую прово-
димость, чем NMDA-рецепторы нейронов [21], что 
согласуется с другими работами  [19].

Первые электрофизиологические данные, де-
монстрирующие наличие функциональных NMDA-
рецепторов на астроцитах гиппокампа, появились 
только в 2008  году. В  работе Serrano  et  al.  [22] с 
использованием срезов гиппокампа мыши было 
показано, что астроциты гиппокампа отвечают 
кальциевым подъемом и возникновением входя-
щих токов в ответ на добавку NMDA. При этом в 
астроцитах, имеющих различные отношения ток/
напряжение, ответ на NMDA также различается. 
В  данной работе сравнивались свойства NMDA-
индуцированных токов в астроцитах, имеющих 
линейное отношение ток/напряжение, и в астро-
цитах, у которых Т/Н характеризуется выходя-
щим выпрямлением, которые, как предполагают 
авторы, могут быть не астроцитами, а NG2-глией. 
В «линейных» астроцитах ответ на NMDA пролон-
гированный и развивается долго, в течение минут, 
в то время как у «выпрямляющих» астроцитов 
ответ быстрее и осцилляторный. Ингибиторный 
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анализ показал, что в линейных астроцитах ответ 
на аппликацию NMDA во многом зависит от ней-
рональной активности, поскольку он значительно 
подавлялся в присутствии ТТХ (тетродотоксин; 
ингибитор потенциал-зависимых натриевых ка-
налов), а также ингибитора глутаматных транс-
портеров. Тем не менее в присутствии ТТХ ответ 
сохранялся, что подтверждает наличие функцио-
нальных NMDA-рецепторов непосредственно на 
астроцитах. В  среде с низким содержанием каль-
ция ответ снижался, что говорит о кальциевой 
проводимости данного рецептора. В  свою оче-
редь, в «выпрямляющих» астроцитах ответ на 
NMDA во многом был за счет прямого действия 
на NMDA-рецепторы астроцитов, поскольку ТТХ, 
ингибиторы глутаматных транспортеров, ингиби-
торы рецепторов гамма-аминомасляной кислоты 
(ГАМК(А) и ГАМК(Б)) не оказывали значительного 
влияния. При этом среда с низким содержанием 
кальция практически отменяла ответ на NMDA, 
что указывает на высокую кальциевую про-
водимость NMDA-рецепторов «выпрямляющих»  
астроцитов.

Таким образом, результаты электрофизио-
логических исследований свидетельствуют о 
присутствии функциональных NMDA-рецепторов 
на астроцитах головного мозга млекопитающих. 
При  этом NMDA-рецепторы астроцитов обладают 
рядом отличительных свойств, по сравнению с 
нейрональными NMDA-рецепторами, включая 
более низкую проницаемость для кальция, сла-
бую чувствительность или отсутствие магниевого 
блока, а также линейное отношение ток/напряже-
ние NMDA-индуцированных токов в изолирован-
ных клетках.

КАЛЬЦИЕВЫЕ СИГНАЛЫ  
АСТРОЦИТОВ В ОТВЕТ НА АКТИВАЦИЮ 

NMDA-РЕЦЕПТОРОВ

Наличие функционально активных NMDA-ре-
цепторов на астроцитах также было показано с 
помощью кальциевого имиджинга. В ответ на до-
бавление NMDA кальциевый подъем регистриро-
вался в изолированных астроцитах коры  [19,  20], 
в срезах коры и гиппокампа мыши  [11,  12,  22], 
культурах кортикальных астроцитов  [7,  8,  14,  16, 
23,  24], а также в астроцитах белого вещества на 
изолированном оптическом нерве  [25]. В  культу-
рах астроцитов гиппокампа NMDA не вызывал 
кальциевый ответ  [26]. В  работах с использова-
нием срезов и культур было показано, что ответ 
на NMDA более выражен в отростках астроцитов 
и возникает там раньше  [11,  12]. При этом ответ 
возникает не во всех отростках. В остальных рабо-
тах флуоресцентный сигнал снимался с тела кле-

ток, поэтому нельзя точно сказать имеет ли место 
такой ответ во всех астроцитах в разных экспери-
ментальных моделях. Тем не менее ранее на сре-
зах коры крысы было показано, что субъединицы 
GluN1 и GluN2A/B преимущественно содержатся на 
отростках астроцитов, а не на телах [27]. Также на 
срезах было показано, что ответ на NMDA может 
быть гетерогенным и наблюдаться не у всех аст-
роцитов, и возникать, как правило, с небольшой 
задержкой (примерно  30  с)  [11,  22].

На кортикальных астроцитарных культурах 
показано, что NMDA вызывает дозозависимое 
увеличение кальция в астроцитах. Ответ может 
возникать, начиная от 100  нМ  [16]. Несмотря на 
то что в трех работах, проведенных на кортикаль-
ных астроцитарных культурах [8, 14, 16], скорость 
и форма ответа на NMDA варьировалась (что, 
возможно, связано с различной концентрацией 
NMDA), в них было показано, что кальциевый 
ответ сохраняется в безкальциевой среде у боль-
шинства астроцитов. Более того, эксперименты 
с использованием ингибитора саркоэндоплазма-
тической ATPазы и районодиновых рецепторов 
показывают, что основным источником притока 
кальция является эндоплазматический ретику-
лум (ЭР) [8, 14]. Предполагается, что, помимо ионо-
тропного действия NMDA-рецепторов астроцитов, 
рецепторы могут активироваться и по метабо-
тропному пути, который приводит к мобилизации 
кальция из  ЭР. Кроме того, полученные резуль-
таты также подтверждают электрофизиологиче-
ские данные, согласно которым NMDA-рецепторы 
астроцитов имеют низкую кальциевую проводи-
мость  [19,  21], и в ответ на активацию NMDA-ре-
цепторов подъем кальция в астроцитах возникает 
вследствие выхода кальция из ЭР и последующего 
депо-управляемого входа кальция из внеклеточ-
ного пространства.

Таким образом, данные, полученные с исполь-
зованием кальциевого имиджинга, подтверждают 
наличие функциональных NMDA-рецепторов на 
астроцитах, проводящих кальций. По  всей види-
мости, они преимущественно располагаются на 
отростках астроцитов. Кроме того, интересной 
особенностью астроцитарных NMDA-рецепторов 
является то, что они способны активироваться 
и по метаботропному пути, сопровождающему-
ся повышением внутриклеточного кальция из 
внутриклеточных депо. Для нейрональных NMDA-
рецепторов также сообщалось, что они способны 
оказывать физиологические эффекты независимо 
от притока ионов через рецептор, которые также 
сопровождаются увеличением внутриклеточного 
кальция  [28]. Таким образом, данная особенность 
NMDA-рецепторов заслуживает дальнейшего из-
учения в контексте функционирования как ней-
ронов, так и астроцитов.
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ДЕЙСТВИЕ ИНГИБИТОРОВ  
И СУБЪЕДИНИЧНЫЙ СОСТАВ  

NMDA-РЕЦЕПТОРОВ АСТРОЦИТОВ

Наиболее часто используемыми ингибито-
рами NMDA-рецептора являются АР-5 и МК-801. 
Данные ингибиторы являются не селективными 
в отношении субъединичного состава рецептора, 
однако различаются типом ингибирования. АР-5 
является конкурентным ингибитором и блокирует 
сайт связывания глутамата, в то время как МК-801 
является неконкурентным, блокирует пору рецеп-
тора, что препятствует току ионов через рецептор. 
Как было показано с использованием различных 
моделей, оба ингибитора эффективно подавляют 
токи, вызванные NMDA в астроцитах  [12,  18]. Од-
нако, в отличие от АР-5 [11,  16,  25], МК-801 не отме-
няет кальциевый ответ в астроцитах при аппли-
кации NMDA, что отчасти подтверждает наличие 
метаботропного пути активации NMDA-рецепто-
ров астроцитов, независимого от притока ионов 
через сам рецептор  [8,  11,  16,  25,  29].

Существуют селективные в отношении раз-
личных субъединиц NMDA-рецептора ингиби-
торы  – ифенпродил, мемантин и UBP141. В  экс-
периментах, проведенных на изолированных 
кортикальных астроцитах, было показано, что 
ифенпродил (негативный аллостерический мо-
дулятор GluN2B-содержащих NMDA-рецепторов) 
не влияет на токи, вызванные NMDA  [20]. Одна-
ко теми же авторами ранее было показано, что 
ифенпродил снижал амплитуду токов, вызванных 
NMDA, примерно в 30%  астроцитов  [18]. Авторы 
связывают такое различие с различным возрастом 
мышей (28–56  дней и 17–22  дня соответственно). 
В другой работе с использованием крысиных кор-
тикальных астроцитарных культур было показано, 
что ифенпродил отменяет NMDA-индуцированный 
кальциевый сигнал  [16]. Точного ответа о причи-
нах различного влияния ифенпродила в разных 
работах нет, это может быть связано с различием в 
модели, возрасте или виде животных. В целом, ос-
новные выводы касательно субъединичного соста-
ва NMDA-рецепторов основаны на работе Palygin 
и  Pankratov  [20], в которой была дана подробная 
фармакологическая и функциональная характери-
стика NMDA-рецепторов астроцитов коры. На  ос-
нове чувствительности к различным ингибиторам 
и слабовыраженному магниевому блоку авторы 
предполагают, что астроциты должны экспресси-
ровать тригетеромерные рецепторы, состоящие 
из GluN1-, GluN2C-/D- и GluN3-субъединиц. Данное 
предположение отчасти подтверждается данными 
иммуногистохимии, в которых подтверждено на-
личие GluN2C, GluN3A  [11,  30,  31] в срезах коры. 
Однако с использованием метода in situ гибридиза-
ции было показано, что в телеэнцефалоне, в част-

ности, в гиппокампе и коре, мРНК, кодирующая 
GluN2C, почти эксклюзивно экспрессируется не 
нейрональными клетками, в то время как мРНК, 
кодирующая GluN2D, в основном экспрессируется 
нейронами [32]. Таким образом, в астроцитах три-
гетеромерные рецепторы, скорее всего, содержат 
именно GluN2C-субъединицу.

ФУНКЦИИ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ АСТРОЦИТОВ

Одной из первых работ, в которой упоминают-
ся NMDA-рецепторы астроцитов, является работа 
Chan  et  al.  [33], в которой показано, что блокатор 
NMDA-рецепторов MK-801 значительно снижает 
глутамат-индуцированное набухание астроцитов 
в первичной культуре кортикальных астроцитов. 
Однако, поскольку в то время не было доказа-
тельств, что данные рецепторы присутствуют на 
астроцитах, авторы предположили, что MK-801 
оказывает свой эффект не через NMDA-рецепто-
ры. Тем не менее в настоящий момент не найде-
но других мишеней для МК-801 и, следовательно, 
можно предполагать, что набухание астроцитов 
предотвращалось именно за счет блокирования 
NMDA-рецепторов. Позднее, с использованием схо-
жей модели было показано, что МК-801, кетамин 
и фенциклидин (соединения, которые блокируют 
непосредственно пору NMDA-рецептора) вызыва-
ют дозозависимое снижение захвата глутамата аст-
роцитами [34]. МК-801 также снижал захват ГАМК.  
При этом антагонисты сайта связывания глута-
мата AP-5 и CGS-19775 и антагонист глицинового 
сайта связывания HA-966 не влияли на захват 
глутамата. Кроме того, МК-801 при концентра-
ции 10  мкМ и выше вызывал дозозависимую де
поляризацию мембранного потенциала астро-
цитов, и при концентрации 1  мМ деполяризация 
составляла примерно 30  мВ (от  –60 до  –30  мВ). 
Помимо этого, МК-801 увеличивал отток аспарта-
та, который является медленно метабилизирую-
щимся аналогом глутамата, также являющегося 
субстратом глутаматных транспортеров. Авторы 
предполагают, что снижение захвата глутамата и 
ГАМК при добавлении MK-801 связано с падением 
мембранного потенциала, что нарушает ионные 
градиенты и работу глутаматных транспорте-
ров. Longuemare  et  al.  [34] также не связывают 
действие МК-801 непосредственно с блокирова-
нием NMDA-рецепторов астроцитов, поскольку 
считали, что данные рецепторы на астроцитах 
не экспрессируются. Тем не менее полученные в 
работе данные могут отчасти объяснять резуль-
таты работы Chan  et  al.  [33], поскольку именно 
снижение захвата глутамата может объяснять 
предотвращение набухания астроцитов при дей-
ствии МК-801. Таким образом, учитывая данные 



ОСОБЕННОСТИ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ АСТРОЦИТОВ 1037

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

результаты, можно сделать вывод, что одной из 
функций NMDA-рецепторов астроцитов является 
поддержание мембранного потенциала, при этом, 
по всей видимости, в данном случае связывание 
глутамата или глицина с самим рецептором не 
является необходимым условием.

Помимо поддержания мембранного потенциа-
ла, NMDA-рецепторы астроцитов также, возможно, 
обладают механочувствительностью. Для нейро-
нальных NMDA-рецепторов уже давно известно,  
что они обладают механочувствительностью, реа-
гируя на такие стимулы, как растяжение, увеличе-
нием ионной проводимости, в том числе и кальцие-
вой проводимости  [35,  36]. Касательно подобных 
свойств NMDA-рецепторов астроцитов, существует 
работа Maneshi  et  al.  [37], в которой показано, 
что сдвиг потока жидкости в модели ЧМТ  (че-
репномозговая травма) приводит к кальциевому  
подъему в культурах крысиных астроцитов. Каль-
циевый ответ в данном случае отменялся в при-
сутствии МК-801, кетамина и мемантина, однако 
сохранялся при использовании АР-5 (антагонист 
глутамата) и ифенпродила (GluN2B-селективного 
ингибитора). Эти данные могут свидетельство-
вать об активации NMDA-рецепторов без участия 
глутамата. На  основе результатов, полученных 
с использованием экспрессионной системы кле-
ток яичника китайского хомячка  (СНО), авторы 
предположили, что за механочувствительность 
NMDA-рецепторов отвечают субъединицы GluN1 
и GluN2A. В  случае нейрональных NMDA-рецеп-
торов было показано, что за механочувствитель-
ность отвечает GluN2B-субъединица  [38]. Таким 
образом, NMDA-рецепторы астроцитов способны 
чувствовать изменение давления тока жидко-
сти, что приводит к кальциевому притоку через 
NMDA-рецепторы и, возможно, последующему 
выходу кальция из  ЭР. Данные события могут 
происходить при травматических повреждениях 
мозга. Как было сказано ранее, активация NMDA-
рецепторов может приводить к приток-независи-
мой мобилизации кальция из  ЭР, что указывает 
на потенциальный неканонический метаботроп-
ный путь активации этих рецепторов на астро-
цитах [8]. Позднее, этой же группой авторов было 
установлено, что NMDA-рецепторы чувствительны 
к рН внешней среды [39]. Оказалось, что закисле-
ние внеклеточной среды до значения рН  =  6 при-
водит к приток-независимой NMDA-рецептор-опо-
средованной мобилизации кальция из  ЭР. Также 
было установлено, что добавление агониста при 
рН  =  6 приводит к падению потенциала митохон-
дриальной мембраны (mΔΨ), которое сопровожда-
ется сближением митохондрий с  ЭР и ядром, а 
также возникновением мостиков между плазма-
тической мембраной и митохондриями. Актива-
ция NMDA-рецепторов в результате нейрональной  

активности также влияет на трафик и пози-
ционирование митохондрий в отростках астро-
цитов  [40]. NMDA-зависимое повышение кальция 
приводит к снижению мобильности митохондрий 
и удержанию их в отростках вблизи синапсов. 
Данный процесс регулируется митохондриальной 
Rho-GTPазой Miro1. Таким образом, NMDA-рецеп-
торы способны регулировать трафик митохондрий  
как в теле, так и отростках астроцитов в ответ 
на нейрональную активность, сопровождающуюся 
секрецией глутамата. Также этот процесс зависит 
от внеклеточного рН, снижение которого само по 
себе может активировать NMDA-рецепторы.

Таким образом, часть своего физиологическо-
го влияния на астроциты NMDA-рецепторы могут 
оказывать без непосредственного связывания с 
агонистом или в результате метаботропной актив-
ности. Кроме того, астроцитарные NMDA-рецеп-
торы обладают механо- и рН-чувствительностью, 
что сопровождается мобилизацией кальция из ЭР 
в ответ на сдвиг потока жидкости и закисление 
внеклеточной среды соответственно.

ВЛИЯНИЕ НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ  
И ВНУТРИКЛЕТОЧНУЮ СИГНАЛИЗАЦИЮ

Блокирование NMDA-рецептора влияет на 
экспрессию генов в астроцитах  (рис.  1). На  куль-
турах кортикальных астроцитов было показано, 
что добавление ингибитора поры NMDA-рецепто-
ра МК-801 увеличивает экспрессию мРНК амино-
трансферазы кенуринина  II  [41]. Аммоний также 
увеличивал количество мРНК данного фермента, 
при этом добавление МК-801 к аммонию еще силь-
нее его увеличивало. В свою очередь, добавление 
NMDA не оказывало влияния на экспрессию. В дру-
гой работе с использованием аналогичной модели 
было продемонстрировано, что добавление МК-801 
или конкурентного антагониста NMDA-рецепторов 
АР-5 приводит к увеличению экспрессии Kir4.1 как 
на уровне РНК, так и на уровне белка  [42]. В дан-
ном случае обработка астроцитов глутаматом или 
NMDA, наоборот, снижала экспрессию Kir4.1 как на 
белковом, так и на уровне РНК, которая отменя-
лась в присутствии ингибиторов. При использова-
нии культур гиппокампальных астроцитов было 
продемонстрировано, что МК-801 вызывает усиле-
ние экспрессии GFAP (глиальный фибриллярный 
кислый белок), BDNF (нейротрофический фактор 
мозга), TrkB (киназа рецептора тропомиозина  B) 
и p75 на уровне РНК и белка  [43]. Дальнейшие 
эксперименты показали, что усиление экспрессии 
BDNF в ответ на применение МК-801 значительно 
подавляется при совместном применении антаго-
ниста с NMDA, а также блокируется после пред-
обработки с ингибитором PI3K (фосфоинотизид 
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Рис. 1. Влияние ингибирования и активации NMDA-
рецепторов астроцитов на внутриклеточные процес-
сы. Активация NMDA-рецепторов глутаматом при-
водит к притоку кальция в клетку  (1). Повышение 
внутриклеточного кальция приводит к фосфорили-
рованию GFAP  (2) и активации кальмодулина  (3), 
который, в свою очередь, активирует nNOS  (4), что 
сопровождается ее транслокацией в ядро  (5). Также 
активация NMDA-рецепторов глутаматом сопрово-
ждается снижением экспрессии глутаминсинтазы, 
AQP4 и Kir4.1-каналов  (6) как на генном, так и на 
белковом уровне. В  свою очередь, ингибирование 
поры рецептора с помощью МК-801  (7), наоборот, по-
вышает экспрессию аминотрансферазы кинуренина, 
Kir4.1-каналов, BDNF, GFAP, TrkB и р75  (8) как на ген-
ном, так и на белковом уровне

киназа) и ERK1/2 (экстраклеточная сигнал-регу-
лируемая киназа), но не с ингибиторами p38 и 
JNK (Янус-киназа)  [44]. Таким образом, учитывая 
данные работы, можно предполагать, что NMDA-
рецепторы играют важную роль в регуляции ген-
ной экспрессии астроцитов даже при отсутствии 
агониста. Причины данного действия в настоящий 
момент точно не известны. По  всей видимости, 
даже при отсутствии глутамата или при его не-
большом количестве, которое может возникать 
вследствие его секреции самими астроцитами, 
NMDA-рецепторы играют важную роль в поддер-
жании внутриклеточного гомеостаза. Блокирова-
ние поры рецептора приводит к внутриклеточ-
ным изменениям (например, деполяризации, как 
было показано в работе Longuemare et al. [34]), что 
провоцирует активацию внутриклеточных каска-
дов, приводящих к изменению генной экспрессии.

Активация NMDA-рецепторов астроцитов 
также приводит к различным внутриклеточным 
изменениям  (рис.  1). Добавление NMDA приводит 
к кальмодулин-зависимой активации нейрональ-

ной NO-синтазы (nNOS) астроцитов и транслока-
ции nNOS в ядро. Донор  NO также приводит к 
транслокации комплекса в ядро, при этом дан-
ный процесс отменяется МК-801  [15]. На культуре 
мышиных кортикальных астроцитов было пока-
зано, что длительное воздействие NMDA приводит 
к снижению экспрессии глутаминсинтазы, аква-
порина  4  (AQP4), Kir4.1 на уровне РНК и белка, а 
также снижается активность глутаминсинтета-
зы [45]. В случае с Kir4.1 эти данные согласуются с 
более ранней работой Obara-Michlewska et al.  [42], 
проведенной с использованием культур крыси-
ных кортикальных астроцитов. Как и в случае 
с nNOS, снижение экспрессии является кальций-
зависимым процессом, а также отменяется после 
сайленсинга GluN1-субъединицы. При использова-
нии смешанных культур, полученных из мозжеч-
ка крыс, было продемонстрировано, что глутамат 
за счет активации NMDA-рецепторов вызывает 
кальций-зависимое фосфорилирование GFAP  [46], 
однако в гиппокампе глутамат запускает данный 
процесс за счет активации метаботропного глу-
таматного рецептора (mGluR) второй группы  [47]. 
Кроме того, в кортикальных астроцитах глутамат 
вызывает кальций-/натрий-зависимую секрецию 
гомоцистеиновой кислоты (эндогенный лиганд 
NMDA-рецепторов) за счет активации как ионо-
тропных (включая NMDA), так и метаботропных 
рецепторов  [48].

Таким образом, в астроцитах как ингибирова-
ние, так и активация NMDA-рецепторов приводит 
к различным эффектам, включающим изменения 
в экспрессии генов, таких как аминотрансфераза 
кенуринина II, GFAP, BDNF, TrkB, p75, Kir4.1, а также 
к модификации внутриклеточных белков, таких 
как  BDNF. При этом в случае активации рецепто-
ров как глутаматом, так и NMDA нижеследующие 
эффекты являются кальций-зависимыми. Однако, 
как эти изменения влияют на функционирование 
самих астроцитов и на их взаимодействие с дру-
гими клетками мозга, еще предстоит выяснить.

РОЛЬ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ  
В НЕЙРО-АСТРОЦИТАРНЫХ  

ВЗАИМОДЕЙСТВИЯХ

В 2006 году впервые появились доказатель-
ства, что астроциты не только экспрессируют 
NMDA-рецепторы, но и что их активация имеет 
место в условиях, приближенных к физиологиче-
ским. В  работе Lalo  et  al.  [18] с использованием 
срезов коры головного мозга было показано, что 
афферентная стимуляция нейронов слоя IV–VI 
вызывает токи в астроглиальных клетках слоя  II. 
Возникающие в астроцитах токи были бифазными 
и длились 2–4  мс. Ингибитор NMDA-рецепторов 
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МК-801, но не NBQX (ингибитор АМРА-рецепторов), 
значительно снижал амплитуду первой быстрой 
фазы, в то время как вторая медленная фаза по-
давлялась блокатором глутаматных транспорте-
ров DL-TBOA (DL-трео-бета-бензилоксиаспартат). 
В  данной работе также показано (при использо-
вании изолированных астроцитов), что экзоген-
но апплицируемый глутамат способен вызывать 
АМРА-рецептор-опосредованные токи в астро-
цитах. Важно отметить, что чувствительность 
NMDA-рецепторов к глутамату примерно в 20  раз 
выше в сравнении с АМРА-рецепторами. Эти дан-
ные могут объяснять отсутствие эффекта NBQX 
на вызванные стимуляцией токи в астроцитах. 
Как предполагают авторы, активация глутамат-
ных рецепторов астроцитов происходит вслед-
ствие утечки глутамата из синаптической щели, 
где его концентрация может быть недостаточной 
для активации АМРА-рецепторов, но достаточ-
ной для активации NMDA-рецепторов. Это пред-
положение подтверждается другими работами, в 
которых показано, что концентрация глутамата 
вне синаптической щели может составлять лишь 
1–10  мкМ  [49]. Авторы также показали на срезах, 
что в астроцитах возникают опосредованные 
NMDA- и АМРА-рецепторами быстрые спонтанные 
миниатюрные токи, записанные в присутствии 
ингибитора потенциал-зависимых каналов ТТХ и 
антагониста ГАМК(А)-рецепторов пикротоксина. 
Как предполагается, данные токи вызваны тран-
зитным локальным повышением концентрации 
глутамата.

По всей видимости, утечка глутамата из си-
наптической щели является важной составляющей 
нейроглиальных взаимодействий. Высокочастот-
ная стимуляция, которая должна сопровождать-
ся утечкой глутамата, влияет на астроцитарную 
пластичность, а также гетеросинаптическую плас-
тичность нейронов. Так, высокочастотная стиму-
ляция синапсов при перфорантном пути вызывает 
в астроцитах NMDA-рецептор-зависимую долго-
временную потенциацию, которая выражается в 
увеличении возбуждающего постсинаптического 
астроцитарного потенциала  [5].

При использовании гиппокампальных смешан-
ных культур было показано, что высокочастотная 
стимуляция нейрона приводит к пластичности не 
только в синапсе между стимулированным нейро-
ном и в постсинаптическом нейроне (гомосинапти-
ческая пластичность), но также и между данным 
постсинаптическим нейроном и другими иннер-
вирующими его нейронами (гетеросинаптическая 
пластичность) [50]. Для гетеросинаптической плас-
тичности не нужен кальций в постсинаптическом 
нейроне, поскольку после загрузки кальциевого 
хелатора BAPTA в постсинаптический нейрон эф-
фект не отменялся. Антагонист NMDA-рецепторов 

АР-5 и флуороацетат (ингибитор цикла Кребса в 
астроцитах) влиял на гетеросинаптическую плас-
тичность, но не влиял на гомосинаптическую. Экс-
перименты на срезах показали, что и в данных 
условиях для гетеросинаптической пластичности 
не нужен кальций в постсинаптическом нейроне. 
Однако гомосинаптическая долговременная потен-
циация является кальций-зависимым процессом. 
Аппликация NMDA с глицином вызывает NMDA-
рецептор- и кальций-зависимую деполяризацию 
астроцитов в срезах гиппокампа. В  целом, эти 
данные указывают на важную роль активации 
астроцитарных NMDA-рецепторов и последующей 
кальций-зависимой деполяризации астроцитов в 
регуляции гетеросинаптической пластичности. 
Дальнейшие исследования этой группы авторов, 
проведенные на СА1 гиппокампальных нейро-
нах взрослых мышей, подтвердили важную роль 
NMDA-рецепторов астроцитов, в частности, со-
держащих GluN2C-субъединицу, в регуляции эф-
фективности синаптической передачи  [51]. Было 
продемонстрировано, что NMDA-рецепторы, содер-
жащие эту субъединицу, в основном экспрессиру-
ются астроцитами и что ингибирование именно 
этих рецепторов приводит к усилению эффектив-
ности синаптической передачи в слабых синапсах 
и ослаблению  – в сильных, тем самым уменьшая 
диапазон разброса эффективности синаптической 
передачи между нейронами гиппокампа.

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что активация NMDA-рецепторов астроцитов 
преимущественно происходит вследствие утечки 
глутамата из синаптической щели при высо-
кой активности нейронов. При этом активация 
NMDA-рецепторов в данных условиях влияет как 
на пластичность астроцитов, выражающуюся в 
увеличении постсинаптического астроцитарного 
потенциала, так и на гетеросинаптическую плас-
тичность между нейронами.

РОЛЬ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ АСТРОЦИТОВ  
В АСТРО-ВАСКУЛЯРНЫХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯХ

Помимо нейрональной и астроцитарной плас-
тичности, NMDA-рецепторы астроцитов, по всей 
видимости, играют заметную роль и в регуляции 
диаметра артериол. С использованием срезов со-
матосенсорной коры мозга крыс  [52] было пока-
зано, что высокочастотная стимуляция приводит 
к первоначальному подъему кальция в астро-
цитах (примерно 56% в исследуемой области) и 
последующему снижению кальция ниже началь-
ного значения и установлению нового состояния 
покоя. Подобные изменения имели место в основ-
ных, но не в тонких отростках астроцитов. Авто-
ры установили, что за снижение уровня кальция  
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в астроцитах ответственны, в частности, метабо-
тропные и NMDA-рецепторы. Однако ингибиро-
вание данных рецепторов не приводит к отмене 
изначального кальциевого ответа в астроцитах. 
Ингибиторы синтаза оксида азота 1 (NOS1; NO свя-
зан с NMDA-рецепторами) и тапсигаргин (инги-
битор саркоэндоплазматической ATPазы (SERCA)) 
частично подавляли кальциевое снижение в 
сравнении с контролем. Авторы обнаружили, 
что падение кальция в ножках астроцитов после 
высокочастотной стимуляции связано с вазокон-
стрикцией артериол, которая отменяется в при-
сутствии антагониста NMDA-рецепторов АР-5. Как 
пишут авторы, одним из потенциальных след-
ствий снижения кальция может быть увеличение 
кальциевого ответа астроцитов на стимуляцию. 
Поскольку максимальное значение кальциевого 
ответа при повторяющихся стимуляциях не изме-
няется, увеличение амплитуды ответа происходит 
за счет базового снижения кальция. Второе след-
ствие данного снижения – регуляция тонуса арте-
риол, поскольку показано, что снижение кальция 
коррелирует со снижением диаметра артериол. 
При этом данный эффект не зависит от кальцие-
вых транзиентов в астроцитах. Авторы предпола-
гают, что снижение уровня кальция в ножках аст-
роцитов может приводить к снижению секреции 
серина, который, как было показано, приводит к 
дилатации сосудов за счет связывания с NMDA-
рецепторами на эндотелии сосудов  [53]. Таким 
образом, полученные данные предполагают, что 
электрически вызванный паттерн нейрональной 
активности или естественный опыт могут регули-
ровать базальный уровень цитозольного кальция 
в астроцитах через NMDA-рецепторы и тем самым 
влиять на диаметр артериол.

В целом, известно, что астроциты являются 
важной нейроваскулярной единицей за счет регу-
ляции эндогенной продукции  СО, который явля-
ется потенциальным вазодилататором. В  работе 
Parfenova  et  al.  [54] исследовалась роль кортикаль-
ных астроцитов на вазодилатацию пиальных 
артериол у новорожденных свинок, и было пока-
зано, что астроциты находятся в тесном контакте 
с поверхностью пиальных артериол, а также про-
никают в них, что было показано как в срезах, 
так и на изолированных артериолах. В  данной 
работе вклад астроцитов в вазодилатацию был 
подтвержден с помощью селективного астроци-
тарного токсина L-AAA. После обработки им рас-
ширение сосудов в ответ на ADP и глутамат не 
происходило. Так же сохранялся расширяющий 
ответ на гиперкапнию и брадикинин. Пиальные 
артериолы отвечают расширением на добавление 
глутамата, NMDA, АМРА и каиновой кислоты. При 
этом данный эффект отменялся или значительно 
снижался в присутствии L-AAA, что указывает 

на  то, что расширение в ответ на агонисты глу-
таматных рецепторов обусловлено именно аст-
роцитами. Ранее авторами было показано, что 
астроцит-зависимый вазодилатирующий эффект 
обусловлен продукцией СО [55]. На свежеизолиро-
ванных и культивируемых астроцитах коры было 
показано, что агонисты NMDA-, АМРА-/каинатных 
рецепторов быстро (в течение 1  ч) увеличивают 
продукцию СО. При этом предполагается, что гем-
оксигеназа катализирует образование  СО. В  куль-
туре астроцитов и ингибитор рецепторов NMDA 
(хлоргидроксифенилглицин, CHPG), и ингибитор 
АМРА  (NBQX) по отдельности отменяли стимули-
рующий эффект глутамата на продукцию СО. Так-
же авторы с помощью микроскопии через череп-
ное окно показали, что глутамат, NMDA и АМРА 
вызывают расширение пиальных артериол, при 
этом AP-5 и NBQX подавляют данный эффект как 
в случае глутамата, так и NMDA, и АМРА. Предпо-
лагают, что активация NMDA-рецепторов и АМРА-
рецепторов на астроцитах связаны, и они оказы-
вают эффект совместно, поэтому, выключив один 
из них, мы прерываем цепь событий.

В исследовании Lind  et  al.  [56] с помощью 
двухфотонной микроскопии в вибриссной зоне 
коры мышей были зарегистрированы быстрые 
кальциевые сигналы в отростках и ножках аст-
роцитов в ответ на стимуляцию. Было показано, 
что применение низкой дозы MK-801, блокатора 
NMDA-рецепторов, снижало амплитуду быстрых 
кальциевых сигналов в нейропиле и отростках 
астроцитов, но не в ножках. При этом ответ мозго-
вого кровотока сохранялся. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что быстрые кальциевые измене-
ния в ножках астроцитов участвуют в регуляции 
кровотока в ответ на синаптическую активность.

Таким образом, астроциты играют важную 
роль в регуляции тонуса сосуда, участвуя в вазо-
дилатации, регуляции кровотока и контроле вазо-
констрикции. Это достигается за счет взаимодей-
ствия NMDA-рецепторов и АМРА-рецепторов на 
астроцитах, а также продукции  СО и секреции 
серина.

ПАТОЛОГИИ

Гипераммониемия. С  использованием кле-
точных кортикальных культур астроцитов было 
продемонстрировано, что блокирование поры 
NMDA-рецептора с помощью МК-801 предотвра-
щает: аммоний-индуцированное астроцитарное 
набухание  [57], повышение внутриклеточного 
кальция, фосфорилирование и нитрирование тиро-
зиновых остатков (в том числе продукцию нитри-
рующих интермедиатов и активацию NF-κB)  [58], 
а также окисление РНК  [59]. Кроме того, МК-801 
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Рис.  2. Предполагаемая роль NMDA-рецепторов при гипераммониемии. 1 – Ионы аммония, воздействие гипо
осмотической среды, бензодиазепины и провоспалительные цитокины вызывают деполяризацию астроцитов. 
2  –  Деполяризация снимает магниевый блок с NMDA-рецепторов, в результате чего происходит их акти-
вация с последующим каскадом реакций, приводящих к повышению внутриклеточного кальция, набуха-
нию, фосфорилированию и нитрированию белков, а также окислению РНК. 3  – Мембранная деполяризация 
может опосредованно приводить к секреции глутамата, который, в свою очередь, активирует NMDA-рецеп-
торы и  опосредует нижеследующие эффекты. 4  –  MK-801, в свою очередь, блокирует пору NMDA-рецепторов 
и  предотвращает все эффекты, вызываемые аммонием и другими воздействиями

отменял схожие эффекты, индуцированные: гипо-
осмотической средой [60], бензодиазепинами [61], 
а также провоспалительными цитокинами, вклю-
чая фактор некроза опухоли  (TNF) и интерферон 
(IFN) [62]. В свою очередь, добавление NMDA само 
по себе приводило к набуханию астроцитов  [57], 
а также вызывало схожий паттерн нитрирова-
ния тирозинов [58]. Все эти данные указывают на 
то, что NMDA-рецепторы играют ключевую роль 
на ранних этапах патогенетических изменений, 
происходящих в астроцитах при гипераммоние-
мии  (рис.  2). Однако причины активации NMDA-
рецепторов в данных условиях остаются неиз-
вестными. Согласно одной из гипотез, в данных 
условиях происходит секреция глутамата, что и 
приводит к активации NMDA-рецепторов. Однако 
существуют работы, в которых продемонстриро-
вано, что как секреция, так и захват глутамата 
астроцитами являются NMDA-зависимыми процес-
сами  [34, 63]. Таким образом, накопление внекле-
точного глутамата, скорее, является следствием, 
а  не причиной активации NMDA-рецепторов аст-
роцитов. Если это действительно так, то, возмож-
но, в условиях гипераммониемии происходит глу-
тамат-независимая активация NMDA-рецепторов. 
В  таком случае в основе данного процесса может 
лежать деполяризация астроцитов. Было показа-
но, что аммоний  [64], гипоосмотическая среда  [65], 
TNFα  [66], а также агонисты бензодиазепиновых 
рецепторов периферического типа  [67] могут вы-

зывать деполяризацию астроцитов. Деполяриза-
ция может приводить к снятию магниевого блока 
с NMDA-рецепторов. В настоящий момент нет еди-
ного мнения касательно магниевой чувствитель-
ности NMDA-рецепторов. Однако в большинстве 
работ продемонстрировано отсутствие магниевого 
блока, и, как следствие, токи через NMDA-рецепто-
ры характеризуются линейным отношением ток/
напряжение. Возможно, сам факт деполяризации 
усиливает токи, поскольку проводимость NMDA-
рецепторов астроцитов, как и нейронов, возраста-
ет по мере увеличения мембранного потенциала. 
В таком случае, учитывая также тот факт, что бло-
кирование поры NMDA-рецепторов само по себе 
влияет на многие функции астроцитов, включая 
поддержание мембранного потенциала  [34], регу-
ляцию генной экспрессии [41, 42] и другие, можно 
предположить, что эти рецепторы на астроцитах 
имеют конститутивную активность, важную для 
поддержания нормального функционирования.

Однако нельзя исключать в данных услови-
ях и секрецию глутамата, который также может 
оказывать значительное влияние на астроциты, 
в  том числе и через NMDA-рецепторы. Его секре-
ция происходит по крайней мере в условиях ней-
ровоспаления, которое также является важным 
патогенетическим фактором при развитии пече-
ночной энцефалопатии. В ряде работ было показа-
но, что различные антагонисты NMDA-рецепторов, 
влияющие на связывание глутамата, отменяют 
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многие эффекты липополисахарида (ЛПС) – индук-
тора воспаления. Так, было показано, что ЛПС, а 
также NMDA и IL1β подавляют индуцированный 
нейротрофическим фактором глиальной клеточ-
ной линии (GDNF) кальциевый ответ в кортикаль-
ных астроцитах, уменьшая как амплитуду, так и 
количество ответивших клеток [68]. Во всех случа-
ях эффект отменялся, если добавка веществ произ-
водилась вместе с ифенпродилом  – ингибитором 
GluN2B-содержащих рецепторов. Кроме того, ЛПС, 
а также ЛПС в комбинации с NMDA значитель-
но снижали белковую экспрессию Na+/K+-ATPазы.  
Добавление ифенпродила вместе с воспалительны-
ми индукторами увеличивало экспрессию ATPаз 
выше контрольного уровня  [68]. Важно отметить, 
что NMDA сам по себе вызывал кальциевый ответ 
в астроцитах, который отменялся в присутствии 
ифенпродила. В  работе Gérard и  Hansson  [16] так-
же при использовании культур кортикальных 
астроцитов было показано, что преинкубация 
астроцитов с ЛПС в течение 24  ч усиливает каль-
циевый ответ астроцитов на NMDA, а также уве-
личивает секрецию IL1β. Данные эффекты отменя-
лись, если ЛПС добавляли совместно либо с АР-5, 
либо с ифенпродилом. В  еще одной работе также 
было показано, что ингибитор NMDA-рецепторов 
мемантин предотвращает индуцированное ЛПС 
и TNFα увеличение экспрессии провоспалитель-
ных хемокинов  [69]. В  данных случаях маловеро-
ятно, что антагонисты NMDA-рецептора отменяют 
именно воздействие  ЛПС, тем более что многие 
его эффекты воспроизводились и при добавлении 
провоспалительных цитокинов, таких как IL1 или 
TNF. Антагонисты, скорее, отменяли действие се-
кретируемых в ответ на  ЛПС провоспалительных 
цитокинов. Как ранее было сказано, ингибирова-
ние поры NMDA-рецепторов с помощью МК-801 
предотвращало действие IFN или TNF. Однако в 
данных случаях эффекты отменялись уже антаго-
нистами, влияющими на связывание глутамата. 
Таким образом, в данных случаях, по всей види-
мости, имеет место секреция глутамата, которая, 
возможно, происходит в ответ на деполяриза-
цию астроцитов. Как было показано, небольшая 
деполяризация астроцитов приводит к тому, что 
натрий-кальциевый обменник начинает работать 
в обратном направлении и закачивать кальций 
внутрь клетки, тем самым запуская кальций-за-
висимую секрецию глутамата  [70]. Таким образом, 
возможно, в ответ на действие цитокинов проис-
ходит потенциал-/NMDA-зависимая секреция глу-
тамата, который, в свою очередь, связывается с 
NMDA-рецепторами и влияет на кальциевые от-
веты и экспрессию генов.

Таким образом, NMDA-рецепторы играют важ-
ную роль в патогенезе гипераммониемии, и их 
активация может быть вызвана как глутамат-

зависимыми, так и глутамат-независимыми ме-
ханизмами. Более полное понимание этих меха-
низмов может способствовать разработке новых 
подходов к лечению гипераммониемии и связан-
ных с ней неврологических расстройств.

Ишемия. С  использованием культур корти-
кальных астроцитов было продемонстрировано, 
что в условиях ишемии значительно изменяется 
экспрессия GluN1-, GluN2A- и GluN2B-субъединиц 
NMDA-рецептора  [13]. Сперва авторы измерили 
уровень мРНК данных субъединиц в течение 
6-часовой ишемии. Увеличение экспрессии Grin1 
и Grin2a отмечается уже спустя 2  ч воздействия 
ишемии. В  случае Grin1 наибольшая экспрессия 
отмечалась спустя 2  ч и опускалась практически 
до начальных значений через 6  ч после начала 
воздействия. Экспрессия Grin2b была наибольшей 
через 4  ч и сохранялась на высоком уровне до 
окончания воздействия. В  свою очередь, экспрес-
сия Grin2a оставалась неизменной в первые 4  ч, 
а к концу воздействия – даже снижалась на 15–20%.  
Далее, авторы показали, что в течение 3  ч после 
3-часовой ишемии не отмечается значительных 
изменений в экспрессии Grin2a и Grin2b, при этом 
экспрессия Grin1 увеличивалась спустя 3  ч после 
прекращения ишемических условия. Кроме того, 
авторы с помощью вестерн-блот-анализа изучили 
изменения экспрессии NOS1 (NOS1 располагается 
ниже по сигнальному каскаду NMDA-рецептора) 
при ишемии. Было обнаружено, что происходит 
увеличение экспрессии NOS1, которое отменяет-
ся в присутствии МК-801. Эти данные говорят об 
активации NMDA-рецепторов астроцитов в усло-
виях ишемии и запуске NMDA-рецептор-опосре-
дованных сигнальных каскадов  [13]. В  отличие 
от кортикальных астроцитов, данные касательно 
экспрессии NMDA-рецепторов на астроцитах гип-
покампа неоднозначны. В  работе Krebs  et  al.  [6] 
с  использованием иммуногистохимии экспрес-
сия GluN2B-субъединицы в области СА1 и осно-
вании гиппокампа детектировалась в нейронах, 
но не в астроцитах. Однако экспрессия GluN2 и 
GluN1 в астроцитах появлялась после ишемия-
индуцированной клеточной гибели в этих регио-
нах. В  гиппокампальных культурах 5-минутная 
аноксия также приводила к экспрессии GluN2B и 
GluN1 в астроцитах спустя несколько дней. Фор-
мирование функционально активного рецептора 
подтверждалось данными кальциевого имиджин-
га, согласно которым NMDA вызывал кальциевый 
ответ в астроцитах, подвергшихся аноксии. Таким 
образом, как в кортикальных, так и в гиппокам-
пальных астроцитах в результате ишемии проис-
ходит повышение экспрессии NMDA-рецепторов 
на астроцитах.

Повышение экспрессии NMDA-рецепторов на 
астроцитах в условиях ишемии может приводить 
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к разным последствиям, связанным с дополнитель-
ным притоком кальция в эти клетки. Одной из 
причин повышения кальция в условиях ишемии 
может быть активация NMDA-рецепторов продук-
тами деградации еластина (elastin-derived peptides 
(EDP)), которые присутствуют в здоровом мозге, но 
их концентрация может значительно повышаться 
при ишемии. В  недавних работах было показано, 
что один из EDP, гексапептид  VGVAPG, способен 
приводить к увеличению внутриклеточного каль-
ция и повышению содержания активных форм 
кислорода  (АФК) в мышиных астроцитах в куль-
туре [71,  72]. Авторы показали, что как повышения 
кальция, так и АФК отменялись в присутствии 
ингибиторов NMDA-рецепторов, потенциал-зави-
симых кальциевых каналов и Src-киназы.

Таким образом, в условиях ишемии проис-
ходит увеличение экспрессии различных субъ-
единиц NMDA-рецептора на астроцитах. Однако 
причины подобных изменений, как и последствия 
увеличения этих рецепторов на астроцитах, оста-
ются не выясненными.

Болезнь Альцгеймера  (БА) представляет со-
бой нейродегенеративное заболевание, характе-
ризующееся прогрессирующей потерей памяти и 
когнитивными нарушениями. В настоящее время 
большое внимание уделяется изучению роли гли-
альных клеток, в частности астроцитов, в пато-
генезе  БА. Одним из ключевых факторов, способ
ствующих развитию  БА, является нарушение 
гомеостаза глутамата, основного медиатора воз-
буждающих синапсов в ЦНС. В этом контексте осо-
бое значение приобретают NMDA-рецепторы, кото-
рые экспрессируются не только на нейронах, но 
и на астроцитах. Удивительно, что, в отличие от 
NMDA-рецепторов нейронов, активация которых 
известна как фактор, сопряженный с нейродегене-
рацией, активация астроцитарных NMDA-рецеп-
торов, по-видимому, может оказывать защитное 
влияние на синапсы. В одном исследовании было 
показано, что использование блокаторов GluN2A 
и GluN2B, содержащих NMDA-рецепторы, усугуб-
ляет токсическое действие бета-амилоида  (Aβ), 
выражающееся в значительном снижении коли-
чества таких синаптических белков, как PSD95 
и синаптофизин, что было измерено с помощью 
иммуноцитохимических методов [17]. Кроме того, 
было показано, что предварительная обработка 
астроцитов с NMDA перед воздействием Aβ1-40 
предотвращала снижение PSD-95 и синаптофи-
зина, вызванное  Aβ. Авторы также показали, что 
после обработки клеток бета-амилоидом в куль-
туральной жидкости повышается концентрация 
фактора роста нервов β (β-NGF), при этом исполь-
зование ингибитора NMDA-рецепторов отменяет 
повышение концентрации этого белка. Таким 
образом, авторы предполагают, что активация 

NMDA-рецепторов астроцитов оказывает синап-
топротекторный эффект именно за счет стимуля-
ции секреции данного фактора роста, поскольку, 
как показывают ряд недавних исследований, он 
может защищать синапсы от токсического дей-
ствия  Aβ  [73,  74]. В  более позднем исследовании 
той же группы авторов с помощью селективно-
го нокдауна GluN2A-субъединицы в астроцитах 
было подтверждено, что сниженный уровень 
астроцитарного GluN2A может противодейство-
вать Aβ‐индуцированному компенсаторно-защит-
ному повышению NGF посредством регуляции 
pNF‐κB, фурина и VAMP3, которые модулируют 
синтез, созревание и секрецию NGF соответ- 
ственно  [75].

Таким образом, исследования свидетельству-
ют о том, что астроцитарные NMDA-рецепторы 
могут играть важную роль в патогенезе  БА, и их 
модуляция может представлять собой перспектив-
ное направление для разработки новых подходов 
к лечению этого заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

NMDA-рецепторы играют важную роль в ЦНС, 
и их экспрессия не ограничивается нейронами. 
Астроцитарные NMDA-рецепторы запускают раз-
личные внутриклеточные каскады, влияющие на 
экспрессию генов и работу митохондрий. Кроме 
того, эти NMDA-рецепторы вовлечены в нейро-
астроцитарные и астро-васкулярные взаимо-
действия, а также обладают механо- и рН-чув-
ствительностью. Однако до полного понимания 
функций NMDA-рецепторов астроцитов еще дале-
ко и остается много вопросов. Например, так и нет 
однозначного ответа касательно возможного мета-
ботропного действия при активации данных ре-
цепторов. Действительно ли этот путь активации 
реализуется в астроцитах, и если да, то от каких 
условий это зависит? Кроме того, есть основания 
полагать, что NMDA-рецепторы оказывают свое 
влияние на астроциты даже без связывания аго-
ниста. Возможно, их конститутивная активность 
сама по себе регулирует многие физиологические 
показатели. Таким образом, тема NMDA-рецепто-
ров астроцитов в настоящий момент находится 
только на начальном этапе, где исследования в 
большинстве своем ограничиваются демонстраци-
ей эффекта на астроциты в результате активации 
или ингибирования NMDA-рецепторов. Во многом 
это связано с тем, что в срезах или смешанных 
культурах сложно отделить эффекты астроци-
тарных NMDA-рецепторов от нейрональных, и 
поскольку нейрональным рецепторам уделяется 
больше внимания, ученые склонны интерпрети-
ровать полученные с  использованием агонистов 
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и антагонистов NMDA-рецепторов эффекты с точ-
ки зрения их возможного влияния на нейроны. 
При этом возможные эффекты, опосредованные 
астроцитами, в таких экспериментах игнориру-
ются. Однако, как показано в данном обзоре, как 
нейрональные, так и астроцитарные NMDA-рецеп-
торы играют важную роль при многих физиоло-
гических и патологических процессах и требуют 
дальнейшего пристального изучения.
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FEATURES OF ASTROCYTIC NMDA RECEPTORS

Review
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The astrocytic NMDA receptor is a heterotetramer consisting of 7  different subunits. Receptor expres-
sion and properties are largely determined by its subunit composition. Astrocytic NMDA receptors have 
their own functional features  – they are weakly sensitive to magnesium ions and have low calcium 
permeability. Activation of astrocytic NMDA receptors plays an important role in regulating intracel-
lular processes such as gene expression and mitochondrial function. NMDA receptors are involved 
in astrocytic calcium signaling and can be activated by both ionotropic and metabotropic pathways. 
Astrocytic NMDA receptors are involved in neuroglial interactions, affecting synaptic plasticity. They 
are also involved in astrovascular interactions and play a role in regulating vascular tone. Astrocytic 
NMDA receptors participate in pathological conditions such as ischemia and hyperammonemia. Their 
blockade prevents negative changes in astrocytes in these pathologies.

Keywords: astrocytes, NMDA receptors, neuroglial interactions, neuropathology
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ВНЕШНЕЙ МЕМБРАНЫ МИТОХОНДРИЙ:  
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Потенциал-зависимые анионные каналы (VDAC  – voltage-dependent anion channels) внешней 
мембраны митохондрий – семейство порообразующих β-баррельных белков (VDAC1–3), осущест-
вляющих управляемую «фильтрацию» малых молекул и ионов между цитоплазмой и митохон-
дриями. Возможность временных конформационных переходов между закрытым и открытым 
состояниями белков VDAC, а также их взаимодействие c целым рядом цитоплазматических 
и  митохондриальных белков позволяет данным каналам не только регулировать мембранную 
проницаемость для основных метаболитов и ионов, но и участвовать в управлении жизненно 
важными внутриклеточными процессами и патологическими состояниями. Настоящая работа 
посвящена анализу современных данных о предполагаемой молекулярной структуре, механиз-
мах регуляции и патофизиологической роли белков семейства VDAC, а также возможных буду-
щих направлениях в этой области исследований.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: VDAC, митохондрии, мембранный транспорт, клеточная гибель, рак, сахар-
ный диабет, нейродегенеративные заболевания.

DOI: 10.31857/S0320972524060075 EDN: XLYAVN

Принятые сокращения: БАС  – боковой амиотро-
фический склероз; MAM  – mitochondria-associated 
membranes, мембраны, ассоциированные с митохон-
дриями; MPT-пора – митохондриальная пора; SOD1 – 
супероксиддисмутаза 1.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Функциональная активность большинства 
клеток эукариот обеспечивается постоянным про-
изводством энергии митохондриями. Кроме про-
изводства энергии в форме молекул ATP, эти орга-
неллы вовлечены в целый ряд внутриклеточных 
процессов, включая продукцию активных форм 
кислорода, синтез метаболитов, передачу сигна-
лов, поддержание ионного гомеостаза и регуляцию 
центральных метаболических путей. В свою оче-
редь, эти процессы лежат в основе таких физио-
логических и патологических явлений, как термо-

генез, пролиферация клеток, клеточная смерть, 
воспаление, ишемическое повреждение, нейро-
дегенерация и другие. Дисфункция митохондрий 
является ранним признаком большинства клеточ-
ных патологий и в ряде случаев рассматривается 
как основной патогенетический фактор  [1–3].

Разнообразие функций, выполняемых мито-
хондриями в клетках, обусловлено уникальной 
ультраструктурой этих органелл, в особенности 
наличием двух мембран, разграничивающих меж-
мембранное пространство [1]. Отличительной осо-
бенностью внутренней митохондриальной мем-
браны является, среди прочего, её избирательная 
проницаемость для ионов и метаболитов. В отли-
чие от неё, внешняя митохондриальная мембрана 
обеспечивает менее селективное, но управляе-
мое перемещение различных малых гидрофиль-
ных молекул и ионов между цитоплазмой и 
межмембранным пространством митохондрий, 
модулируя их общую доступность для митохон-
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дриальных переносчиков и ферментов. Такая пер-
вичная контролируемая «фильтрация» на уровне 
внешней мембраны обеспечивается семейством 
потенциал-зависимых анионных каналов (VDAC  – 
voltage-dependent anion channels), построенных из 
антипараллельных амфипатических тяжей так 
называемых β-баррельных белков и имеющих вид 
бочки (баррель) [4–7]. VDAC, или пориновые кана-
лы, были обнаружены в митохондриях Paramecium 
aurelia в 1976  г.  [8]. Исследования показали, что 
эти белки являются доминирующими белками 
внешней митохондриальной мембраны (до  35%) 
и представляют собой порообразующие каналы, 
проницаемость которых для разных ионов и про-
межуточных метаболитов модулируется с помо-
щью трансмембранного потенциала, что и дало 
название этим каналам [9]. Возможность времен-
ных конформационных переходов белков VDAC из 
закрытых состояний в открытое, а также их взаи-
модействие c целым рядом цитоплазматических и 
митохондриальных белков позволяет этим кана-
лам не только управлять проницаемостью внеш-
них мембран органелл для ключевых метаболитов 
и ионов, но и участвовать в регуляции жизненно 
важных процессов для клетки, начиная от выра-
ботки энергии и до момента клеточной гибели.  
В связи с этим неудивительно, что семейство бел-
ков VDAC рассматривается в качестве основных 
фармакологических мишеней для терапии связан-
ных с митохондриями заболеваний, к которым 
можно отнести нейродегенеративные и сердечно-
сосудистые патологии, различные виды онкологи-
ческих заболеваний, сахарный диабет, аутоиммун-
ные заболевания, воспаление и другие [4, 7, 10–13].

Настоящий обзор посвящён анализу совре-
менных представлений о молекулярной структу-
ре и механизмах регуляции белков VDAC, а также 
их роли при физиологических и патологических 
состояниях клетки.

ИЗОФОРМЫ И МОЛЕКУЛЯРНАЯ  
ОРГАНИЗАЦИЯ БЕЛКОВ VDAC

Потенциал-зависимые анионные каналы или 
митохондриальные порины – это семейство β-бар-
рельных белков внешней мембраны митохондрий, 
которые кодируются тремя разными генами, имею-
щими более чем 70%-ное сходство нуклеотидной 
последовательности в эукариотических клетках. 
Гены, кодирующие три изоформы белка человека, 
hVDAC1, hVDAC2 и hVDAC3, локализуются на пятой, 
десятой и восьмой хромосомах соответственно. 
Эволюционный анализ показывает, что эти изо-
формы появились в результате дупликации генов 
у позвоночных, причём Vdac3 первым отделился 
от первичного Vdac и является старейшим из 

трёх генов-паралогов  [14–16]. Все три изоформы 
образуют практически идентичные селектив-
ные и потенциал-управляемые ионные каналы 
для нуклеотидов (ATP, ADP, AMP, NADH), анион-
ных метаболитов (пируват, глутамат, сукцинат, 
малат) и липидов. Кроме этого, через пориновые 
каналы могут проходить неорганические ионы 
(К+, Na+, Ca2+, Cl−) и органические катионы  [10, 17–
21] (рис.  1). Большое количество белков VDAC во 
внешней мембране (103–104/мкм2) и высокая ско-
рость диффузии метаболитов (102–103/мс) и ионов 
(106 ионов/мс) в митохондрии обеспечивает посто-
янный обмен веществами между цитоплазмой и 
органеллами [22]. Молекулярная масса трёх белко-
вых изоформ колеблется от 30 до 35 кДа (VDAC1 и 
VDAC3 состоят из 280 аминокислотных остатков, 
VDAC2  – из 291), что предполагает высокую сте-
пень их гомологии [20]. Методами рентгенострук-
турного анализа, ядерного магнитного резонанса 
и криоэлектронной микроскопии было показано, 
что VDAC1 и VDAC2 имеют «бочонкообразную» 
структуру, состоящую из 19 β-нитевых полипеп-
тидных цепей, в основном антипараллельных 
(за исключением β-слоев 1 и 19). N-Конец белков 
является α-спиральным и локализован внутри 
канала. Высококонсервативная последователь-
ность в структуре белковой молекулы VDAC1, бо-
гатая остатками глицина (21Gly-Tyr-Gly-Phe-Gly25), 
соединяет N-концевой домен с первым β-слоем, 
что обеспечивает возможность движения N-кон-
цевого α-спирального участка в пору и из неё и, 
соответственно, управление воротным механиз-
мом  [23–26]. Трёхмерная структура VDAC3 пока 
не определена. Внутреннее пространство VDAC в 
открытом состоянии является водной порой диа-
метром 3–3,8  нм, через которую могут проникать 
соединения с массой до 5  кДа. Когда N-концевая 
спираль расположена внутри поры, её диаметр 
может сокращаться до 1,5  нм  [22–25].

Три изоформы VDAC широко представлены 
во всех тканях млекопитающих, причём самый 
высокий уровень экспрессии пориновых белков 
наблюдается в скелетной мускулатуре  [16,  27]. 
После терминации трансляции готовые белки 
доставляются к внешней мембране митохондрий, 
что обеспечивается наличием специфической сиг-
нальной последовательности на N-конце. Стоит 
отметить, что при ряде патологий, сопровожда-
ющихся сверхэспрессией пориновых каналов, 
направленный транспорт этих белков в клетках 
может нарушаться, вследствие чего они начи-
нают встраиваться в цитоплазматические мем-
браны  [28]. Методами иммуноблоттинга и ПЦР в 
реальном времени было показано, что в норме 
уровни экспрессии белков VDAC1 и VDAC2 сопо-
ставимы, в то время как содержание белка VDAC3 
в большинстве тканей и органов млекопитаю-



VDAC И МИТОХОНДРИАЛЬНЫЙ МЕМБРАННЫЙ ТРАНСПОРТ 1051

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

Рис. 1. Структура VDAC1 (PDB ID: 2JK4) (а) и его функциональная активность  (б). В здоровой клетке VDAC 
осуществляет транспорт метаболитов и ионов через внешнюю мембрану, взаимодействуя с эндоплазмати-
ческим ретикулумом, участвует в регуляции концентрации Са2+ в цитоплазме. При патологических услови-
ях VDAC является структурным компонентом митохондриальной поры (MPT-поры) или может участвовать 
в  олигомеризации с проапоптотическими белками семейства Bcl2. Это может привести к митохондриаль-
ной дисфункции и клеточной гибели. Рисунок создан в сервисе Biorender.com

щих, за исключением семенников, существенно 
ниже  [27]. Однако согласно данным атласов экс-
прессии (например, Expression Atlas EMBL-EBI), 
ген, кодирующий VDAC3, имеет достоверно более 
высокий уровень транскрипции во многих тканях 
по сравнению с генами, кодирующими две дру-
гие изоформы (рис.  2), что может быть связано 
с высокой активностью промотора гена VDAC3. 
Кроме того, промотор VDAC3 содержит полипи-
римидиновый участок, который считается специ-
фической мишенью окислительного стресса  [29]. 
Таким образом, количественное соотношение трёх 
изоформ VDAC в клетке регулируется за счёт раз-
ной степени стабильности их транскриптов, при-
чём поддержание высокого уровня экспрессии 
VDAC3 необходимо для быстрого реагирования 
на меняющиеся внешние условия  [30]. Подтвер-
ждением этого могут служить обнаруженные не-
давно особенности локализации трёх изоформ во 
внешней митохондриальной мембране. Показано, 
что hVDAC1 и hVDAC2 обычно колокализованы в 
одних и тех же относительно больших доменах 
(300–900  нм2) внешней мембраны, в то время как 
hVDAC3 равномерно распределён по всей её пло-
щади  [31]. Важно отметить также и различия в 
действии ряда факторов регуляции транскрипции, 
активность которых для промотора каждого гена 

может меняться в зависимости от условий. Более 
подробные сведения об этом можно найти в ра-
ботах De  Pinto et  al., Nepal et  al. и Zinghirino et  al.   
[5, 29,  32].

Наряду с обеспечением регулируемого обме-
на ионов и метаболитов между митохондриями 

Рис. 2. Уровень экспрессии VDAC1–3 в тканях челове-
ка. Данные были получены из базы данных Illumina’s 
Human BodyMap 2.0 project и скачаны с сайта http://
www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-MTAB-513

http://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-MTAB-513
http://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-MTAB-513
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и остальной частью клетки пориновые каналы  
могут оказывать разнонаправленные и множе-
ственные влияния на целый ряд других внутри-
клеточных процессов. Так, VDAC1 рассматривается 
в качестве ключевого участника апоптоза, опо-
средованного митохондриями, тогда как VDAC2, 
наоборот, предотвращает развитие программи-
руемой клеточной гибели  [5,  27,  32,  33]. Вероятно, 
колокализация этих двух белков в одних и тех 
же субкомпартментах внешней мембраны мито-
хондрий регулирует баланс про- и антиапопто-
тических сигналов в клетке. Хотя в литературе 
отсутствуют данные о роли VDAC3 в инициации 
апоптоза, доказано участие этой изоформы в ре-
гуляции метаболизма активных форм кислорода 
и работы систем контроля качества митохон-
дрий  [5,  16].

РЕГУЛЯЦИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ  
АКТИВНОСТИ БЕЛКОВ VDAC

Регуляция активности VDAC путём измене-
ния трансмембранного потенциала. VDAC  – это 
гидрофильная пора большого размера, вслед-
ствие чего для направленной регуляции её функ-
циональной активности могут создаваться суще-
ственные препятствия. Однако возможность такой 
регуляции продемонстрирована в ряде электро-
физиологических исследований с использованием 
искусственных мембран. Показано, что пропуск-
ная способность канала зависит от наличия разно-
образных природных и синтетических лигандов, 
липидного окружения и трансмембранного потен-
циала. Изменение активности поринов в ответ на 
сдвиг трансмембранного потенциала позволило 
назвать данные каналы потенциал-зависимыми. 
Было обнаружено, что при встраивании VDAC1 в 
бислойную липидную мембрану (БЛМ) при низ-
ком мембранном потенциале (±  20  мВ) или в его 
отсутствие канал находится в состоянии высокой 
проводимости («открытое» состояние). В этом слу-
чае через порины осуществляется преимуществен-
но свободный транспорт анионных метаболитов и 
одновалентных ионов. Увеличение или уменьше-
ние величины трансмембранного потенциала на 
бислойной липидной мембране (в диапазоне с ±  20 
до ±  40  мВ) приводит к подавлению проницаемо-
сти пориновых каналов для анионных метаболи-
тов, нуклеотидов и одновалентных ионов [16, 34]. 
Параллельно с этим значительно (в 4–10 раз) уве-
личивается скорость транспорта ионов Са2+ через 
мембраны [35]. Стоит отметить, что в эксперимен-
тах in  vitro на искусственных мембранах можно 
наблюдать проводимость для соединений только 
в отношении VDAC1 и VDAC2  [36]. В то же время 
hVDAC3 характеризуется очень низкой проводимо-

стью (100 pS против 3,5–4 nS в 1  М KCl для VDAC1 и 
VDAC2) и отсутствием зависимости от изменения 
потенциала на мембране  [37,  38].

Механизм регуляции проницаемости VDAC 
связан с конформационными изменениями белка, 
в частности, положения N-концевого домена, кото-
рый выполняет роль «сенсора напряжения». Эти 
конформационные изменения приводят к умень-
шению диаметра поры и изменению её селектив-
ности  [38,  39].

Возможность регулирования активности VDAC 
в ответ на сдвиг трансмембранного потенциала 
предполагает, что этот механизм может реализо-
ваться и в живой клетке. Действительно, переход 
от открытого (проницаемость для метаболитов) к 
закрытому (проницаемость преимущественно для 
ионов Са2+) состоянию может приводить к пере-
ходу от нормального функционирования митохон-
дрий и клетки к повреждению органелл и клеточ-
ной гибели вследствие избыточного поступления 
Са2+ в митохондриальный матрикс и открывания 
кальций-зависимой неселективной поры (mito
chondrial permeability transition pore, MTP-поры). 
В теоретических работах Лемешко  В.В. была пред-
ложена модель, которая указывает на наличие на 
внешней митохондриальной мембране потенциа-
ла, достигающего значения −50  мВ (отрицатель-
ного с цитозольной стороны мембраны)  [6,  40]. 
При этом важно отметить, что конформационный 
переход VDAC из открытого в закрытые состояния 
в живой клетке может происходить не столько 
из-за сдвига величины мембранного потенциала, 
сколько вследствие изменения взаимодействия 
VDAC со множеством внутриклеточных белков 
(тубулином, α-синуклеином, гексокиназой и дру-
гими), а также малыми эндогенными регулятор-
ными молекулами  [10, 33, 34].

Белок-белковые взаимодействия, опосре-
дующие открывание-закрывание VDAC. Потен-
циал-зависимые анионные каналы имеют одно-
временный доступ к строго разделённым в клетке 
цитоплазматическим и митохондриальным бел-
кам и регуляторам, включая гликолитические 
ферменты, нейрональные белки и компоненты 
цитоскелета, что позволяет тонко регулировать 
их функцию в норме и при патологиях.

Наиболее подробно исследовано взаимодей-
ствие VDAC с белками тубулином и α-синуклеи-
ном, которое приводит к переходу VDAC в закры-
тое (заблокированное) состояние при низком 
значении мембранного потенциала. При добавле-
нии наномолярных концентраций гетеродимера 
α/β-тубулина или α-синуклеина к БЛМ, содержа-
щей встроенные порины, наблюдается частичное 
снижение проводимости каналов (на ~60% от про-
водимости открытого состояния) для анионных 
метаболитов и значительное увеличение прово-
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димости каналов для Са2+  [34]. Установлено, что 
это связано с наличием полианионного С-конца 
данных белков [34, 41, 42]. Проникая внутрь пори-
нов, С-концевой участок как тубулина, так и α-си-
нуклеина экранирует внутреннюю часть каналов. 
Поскольку полианионный С-конец α-синуклеина 
длиннее, чем у тубулина, регуляция с помощью 
этого белка зависит от того, какая часть молекулы 
α-синуклеина находится внутри поры в конкрет-
ный момент времени. Всё это приводит к наруше-
нию обмена метаболитами и ионами Са2+ между 
цитоплазмой и митохондриями, снижению мито-
хондриального мембранного потенциала и подав-
лению окислительного фосфорилирования  [34].

Блокирующее действие обоих белков об-
условлено не только наличием полианионного 
С-конца, но и влиянием соответствующего липид-
ного окружения (фосфатидилэтаноламина), кото-
рое за счёт электростатических и гидрофобных 
взаимодействий стабилизирует амфипатические 
белковые домены на поверхности мембраны и 
не позволяет полностью погрузиться в поровую 
структуру VDAC  [43,  44]. Также важно отметить, 
что ингибирование проводимости VDAC-содержа-
щих искусственных мембран наблюдалось при 
добавлении тубулина и α-синуклеина лишь с той 
стороны мембран, которая была заряжена отрица-
тельно [45, 46]. Эти эффекты белков отличаются от 
таковых при изменении (увеличении) величины 
мембранного потенциала в любую сторону с 20 до 
40  мВ по модулю  [6,  34].

В ряде работ указывалось, что белки проме-
жуточных филаментов десмин и виментин также 
могут взаимодействовать с VDAC и модулировать 
функциональную активность митохондрий [47,  48]. 
Взаимодействие происходит с участием N-концево-
го участка данных белков, в котором отсутствует 
полианионный сегмент, в связи с чем точный ме-
ханизм регулирования активности VDAC остаётся 
неясным [49]. При этом в литературе встречаются 
противоречивые данные о действии данных бел-
ков на функционирование митохондрий – от сти-
мулирования митохондриальной биоэнергетики 
до подавления клеточного дыхания и активации 
избыточного образования активных форм кисло-
рода  [47–50].

Взаимодействие тубулина и α-синуклеина с 
митохондриями и белками VDAC играет важную 
физиологическую роль. Так, регуляция проницае-
мости VDAC с помощью β-тубулина рассматрива-
ется в качестве одного из ключевых механизмов 
переключения клеточного метаболизма с окис-
лительного фосфорилирования на гликолиз. По-
добная метаболическая гибкость лежит в основе 
эффекта Варбурга и имеет большое значение для 
роста и размножения раковых клеток  [11, 20, 34, 
51]. Действительно, в опухолевых клетках широ-

ко экспрессируется β3-тубулин, который является 
наиболее активным «закрывателем» VDAC  [52]. 
Агрегаты α-синуклеина рассматриваются в каче-
стве одной из основных причин дегенерации 
дофаминэргических нейронов при болезни Пар-
кинсона [53]. В связи с этим возникновение и про-
грессирование митохондриальной дисфункции 
при данном заболевании могут быть вызваны 
не только нарушением процессов селективного 
удаления этих органелл (митофагии), но и подав-
лением процесса окислительного фосфорилирова-
ния и индукции MPT-поры при непосредственном 
взаимодействии α-синуклеина с митохондриями 
и VDAC  [54,  55].

Ещё одним цитоплазматическим белком, ко-
торый вызывает закрывание пориновых каналов, 
является фермент гексокиназа [4, 20, 41, 56–61]. Изо-
ферменты гексокиназы I и II являются ключевыми 
компонентами в лимитирующей первой стадии 
гликолитического пути, и их взаимодействие с 
VDAC может приводить к сдвигу энергетического 
обмена в сторону усиления гликолиза. Кроме того, 
связывание гексокиназы с VDAC вызывает подав-
ление индукции клеточной смерти через инги-
бирование образования кальций-зависимой MPT-
поры (преимущественно по пути некроза) или 
олигомеризации VDAC c белками семейства Bcl2 
(по пути апоптоза)  [56,  62,  63], что способствует 
росту опухолей. Важно отметить, что в раковых 
клетках наблюдается сверхэкспрессия митохон-
дриально-связанной гексокиназы I и II  [64].

Считается, что глутаминовая кислота в поло-
жении 73 (Glu73) полипептидной цепи VDAC явля-
ется ключевой аминокислотой для обеспечения 
взаимодействия с гидрофобным N-концом гексоки-
назы [65, 66]. Установлено, что этот аминокислот-
ный остаток также может играть роль в процессе 
олигомеризации и связывании пориновых кана-
лов с различными молекулами, регулирующими  
в том числе их контактное взаимодействие с гек-
сокиназой  [66,  67].

Недавние работы показали, что открытие 
VDAC может модулироваться рядом других белков, 
в том числе митохондриальной креатинкиназой, 
TSPO (Translocator protein, транслокаторный белок 
18  кДа, также известный как периферический бен-
зодиазепиновый рецептор), p53, актином и дру-
гими [4, 68–71]. Регуляция активности VDAC также 
опосредуется через посттрансляционную модифи-
кацию белков в клетках. В частности, фосфорили-
рование VDAC по остаткам серина или треонина  
посредством протеинкиназы  А (PKA), протеин-
киназы  C (PKCε) и киназы гликогенсинтазы-3β 
(GSK3β) модулирует активность пориновых ка-
налов и их взаимодействие с другими белками, 
в частности с  β-тубулином  [72]. Данные масс-
спектрометрии показали, что в структуре VDAC  
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содержатся остатки цистеина, доступные для рас-
творимых окислителей и, следовательно, чувстви-
тельные к дитиол-дисульфидному обмену  [73].  
В частности, было сделано предположение о ключе-
вой роли цистеинов в составе VDAC3 при модуля-
ции митохондриальных активных форм кислорода 
(АФК) [74]. Эти свойства указывают на VDAC-белки 
как на возможные окислительно-восстановитель-
ные биомаркеры в митохондриальном межмем-
бранном пространстве.

Белок-белковые взаимодействия, опосреду-
ющие олигомеризацию VDAC. Способность бел-
ковых молекул VDAC к образованию олигомеров 
(при их взаимодействии друг с другом) или гете-
роолигомерных структур (с другими белками) во 
внешней митохондриальной мембране является 
ключевым патофизиологическим процессом.

В ответ на различные проапоптотические сиг-
налы во внешней мембране митохондрий может 
происходить образование динамических боль-
ших олигомерных каналов (пор). Образование 
таких пор приводит к высвобождению из меж-
мембранного пространства митохондрий (а также 
митохондриального матрикса при повреждении 
внутренней митохондриальной мембраны) це-
лого ряда проапоптотических молекул, включая 
цитохром  c, апоптоз-индуцирующий фактор (AIF, 
apoptosis inducing factor), Smac/Diablo и другие [10]. 
Появившись в цитоплазме клетки, цитохром  с и 
Smac/Diablo запускают каспаз-зависимый каскад, 
а белок AIF  – каспаз-независимый молекулярный 
каскад деградационных процессов, приводящих 
к  гибели клетки.

Обнаружено, что VDAC1 может формировать 
в мембране димерные, тримерные и мультимер-
ные структуры  [4]. Предполагается, что ключевую 
роль в процессах димеризации молекулы имеют 
остатки глутаминовой кислоты (Glu73) и серина 
(Ser43)  [75]. Исследования показали, что димери-
зация VDAC1 происходит при низких значениях 
pH и устраняется при замене глутаминовой кис-
лоты (Glu73) на аланин или глутамин. Кроме 
того, процесс олигомеризации зависит от липид-
ного окружения (в том числе присутствия холе-
стерина в мембране у животных, а у растений и 
грибов – эргостерина) и взаимодействия с белком 
p53, участвующим в апоптозе  [4,  66,  70]. Олиго-
меризация VDAC1 запускается широким спек-
тром индукторов апоптотической гибели (в  том 
числе стауроспорином, куркумином, As2O3, цис-
платином, H2O2, фактором некроза опухоли TNF-α 
и т.д.) в различных клеточных линиях. Парал
лельно с этим происходит увеличение уровня 
экспрессии VDAC1  [4,  76]. Повышение экспрессии 
VDAC1 связывают с посттрансляционным фосфо-
рилированием канала посредством GSK3β, увели-
чением концентрации цитоплазматического Ca2+ 

и активацией транскрипционных факторов [4, 10,  
72, 76, 77].

Помимо олигомерных VDAC1-каналов, в индук-
ции резкого повышения проницаемости внешней 
митохондриальной мембраны участвуют проапо-
птотические белки семейства Bcl2 (например, Bax, 
Bak, tBid). Семейство белков Bcl2 объединяет нали-
чие характерного домена гомологии Bcl2 (BH), и, 
помимо проапоптотических белков (Bax, Bak, Bim, 
Bid, BAD), оно включает в себя и антиапоптотиче-
ские белки (например, Bcl2, Bcl-XL). Белки Bcl2 ло-
кализованы преимущественно в цитозоле, однако 
при наличии определённых стимулов они могут 
перемещаться в митохондрии и участвовать в 
пермеабилизации внешней мембраны  [78]. Такие 
процессы могут происходить вследствие образова-
ния гомо- и гетероолигомерных комплексов Bax/
Bak или гетероолигомерных каналов VDAC1/Bax.

Как уже упоминалось выше, белки VDAC1, экс-
прессия которых увеличивается при воздействиях 
апоптотических агентов, способны формировать 
олигомерные или гетероолигомерные (с Bax или 
Bak) мегаканалы  [4, 79, 80]. Через такие мегака-
налы может происходить выброс из митохондрий 
проапоптотических белков, а также митохондри-
альной ДНК. Поэтому регуляция функциональной 
активности VDAC1 рассматривается в настоящее 
время как перспективная терапевтическая стра-
тегия для инициации или блокирования програм-
мируемой клеточной гибели при различных пато-
логических состояниях.

Гораздо сложнее оказалось определить роль 
изоформы VDAC2 в развитии клеточной гибели. 
С одной стороны, было показано, что нокаут VDAC2 
в мышиных эмбрионах либо является летальным, 
либо приводит к серьёзным нарушениям развития 
новорожденных животных [81]. В экспериментах 
на клеточных культурах были получены противо-
речивые результаты. Так, использование проапо-
птотических стимулов в культуре MEF (mouse 
embryonic fibroblast, эмбриональные фибробласты 
мыши) с нокаутом VDAC2 вызывало усиление кле-
точной гибели. Это может быть связано с тем, что 
VDAC2 специфически связывается с мономерными 
молекулами Bak и предотвращает образование 
больших мегаканалов [81]. С другой стороны, клет-
ки с нокаутом VDAC2 были нечувствительными к 
tBid-индуцированной пермеабилизации внешней 
мембраны и апоптозу. Авторы связали это с тем, 
что VDAC2 участвует в процессе встраивания про-
апоптотических белков Bak и Bax во внешнюю 
мембрану. При нарушении этого процесса не про-
исходит закрепления этих белков в мембране с 
её последующей пермеабилизацией. За встраива-
ние Bak, вероятно, отвечает последовательность 
остатков аминокислот c 123 по 179 в молекуле 
VDAC (преимущественно Thr168 и Asp170)  [82].  
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Интересно, что подавление экспрессии VDAC2 
нарушало взаимодействие Bax и Bak с митохон-
дриальными комплексами, содержащими VDAC, 
и подавляло Bax-, но не Bak-индуцированный 
апоптоз  [83]. Таким образом, VDAC2 может быть 
и проапоптотическим белком, участвуя во встраи-
вании Bak (Bax) во внешнюю митохондриальную 
мембрану, но в ряде случаев и ингибитором апоп-
тоза в результате подавления образования в мем-
бране больших пор с участием гетероолигомеров 
Bak (Bax)/VDAC1. Вероятно, характерное окружение 
может определять как про-, так и антиапоптоти-
ческий эффект VDAC2. Интересно, что подобное 
предположение было высказано также и в отно-
шении VDAC1. В частности, было показано, что 
VDAC1 способен образовывать гетероолигомер-
ные структуры с Bax, молекулярная масса которых 
варьирует от 120 до 500  кДа. Однако эти струк-
туры являются стабильными только в здоровых 
клетках, в то время как в апоптотических клетках 
происходит перегруппировка белков и образова-
ние олигомерных каналов с молекулярной массой 
170 кДа, в сборке которых VDAC1 не участвует [84]. 
На основании этих данных авторы предположили, 
что в здоровых нейронах преждевременная сбор-
ка Bax-олигомерного канала ингибируется VDAC1 
так же, как это происходит и в случае взаимодей-
ствия VDAC2 и Bak.

Межмембранные взаимодействия с участием  
VDAC, влияющие на внутриклеточный гомео-
стаз Са2+. Как было указано выше, изоформы 
VDAC являются ключевыми регуляторными ком-
понентами системы транспорта ионов Са2+ в ми-
тохондриях: при закрывании VDAC происходит 
многократное увеличение скорости транспорта 
ионов  Са2+ в митохондриальный матрикс. Более 
того, белки VDAC обладают Са2+-связывающим сай-
том, который регулирует их активность, а VDAC-
зависимый транспорт Са2+, в свою очередь, подав-
ляется ионами La3+ и рутением красным [38,  85]. 
Таким образом, такие важные митохондриальные 
процессы, как функционирование Са2+-зависимых 
ферментов цикла Кребса (пируватдегидрогеназа, 
цитратдегидрогеназа и α-кетоглутарат дегидроге-
наза), поддержание гомеостаза Са2+и открывание 
кальций-зависимой неселективной поры, напря-
мую зависят не только от систем Са2+-транспорта 
внутренней мембраны, но и от «первичных филь-
тров» митохондрий, белков внешней мембраны 
VDAC [86].

Быстрое поглощение Са2+ митохондриями в 
клетке тесно сопряжено с выбросом этого иона 
из эндоплазматического ретикулума и происходит 
под контролем специализированных структур  – 
мембран, ассоциированных с митохондриями 
(МАМ-контактов; MAM  – mitochondria-associated 
membranes). Образование этих структур проис-

ходит в результате обратимого взаимодействия 
между белками мембран эндоплазматического 
ретикулума и внешней мембраны митохондрий и 
играет важную роль в двунаправленной регуляции 
функций органелл, сигнализации и сохранении 
внутриклеточного гомеостаза в физиологических 
условиях и при развитии нейродегенеративных 
заболеваний (более подробно в обзорах Lu et  al., 
Van Vliet et  al.  [87,  88]). MAM-Контакты (10–30  нм) 
являются высокодинамической, склонной к пере-
стройкам структурой. Протеомный анализ выявил 
наличие примерно 1000–2000 различных белков, 
которые могут участвовать в построении и регу-
ляции MAM-контактов (причём 70 из них рассма-
триваются как обязательные), что подчёркивает 
роль MAM как многофункциональной молекуляр-
ной платформы для сигнализации. Среди много-
образия белков MAM-контактов за выход Са2+ из 
эндоплазматического ретикулума отвечает рецеп-
тор IP3 (рецептор инозитол-1,4,5-трифосфата, IP3R) 
или рианодиновый рецептор, а за транспорт этих 
ионов через внешнюю мембрану  – белки VDAC. 
В MAM-контактах эти белки являются наиболее 
представленными, и их структурное и функцио-
нальное сопряжение обеспечивается шапероном 
GRP75 (glucose-regulated protein  75)  [86–90]. Важно 
отметить, что изменение количества или плотно-
сти распределения MAM-контактов может приве-
сти к нарушению гомеостаза Са2+ в митохондриях. 
Так, недавно нами было показано, что в скелет-
ной мускулатуре дистрофин-дефицитных мышей 
линии C57BL/10ScSn-mdx (модель миодистрофии 
Дюшенна) наблюдается увеличение количества 
MAM-контактов, что сопряжено с более высоким 
содержанием ионов Са2+ в митохондриях и сни-
жением показателя митохондриальной Са2+-ёмко-
сти  [91].

Считается, что VDAC1 является основным 
белком, участвующим в образовании активного 
Са2+-транспортирующего комплекса с IP3R в МАМ-
контактах в большинстве типов клеток и тканей 
[38,  92]. Тем не менее VDAC2 также участвует в 
формировании подобного комплекса  [93]. Более 
того, эффективный транспорт ионов Са2+ в кардио-
миоцитах осуществляется в результате взаимодей-
ствия VDAC2 с RyR  [94]. Роль VDAC3 в регуляции 
внутриклеточного Са2+-сигналлинга на сегодняш-
ний день до конца не установлена. Как уже было 
упомянуто выше, эта изоформа слабо регулиру-
ется конформационным переходом между состоя-
ниями открывания-закрывания и, следовательно, 
не меняет скорость потока ионов Ca2+ через ми-
тохондриальные мембраны. Предполагается, что 
это связано с потерей аминокислотного остатка 
Glu73  [38].

После поступления Са2+ через VDAC в меж-
мембранное пространство митохондрий этот ион 
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транспортируется в матрикс посредством Са2+-уни-
портера  – многокомпонентного белкового ком-
плекса, включающего канальные субъединицы 
MCU (и его доминант-негативной формы MCUb), а 
также регуляторные субъединицы MICU1 и MICU2, 
EMRE, MCUR1 и другие  [86]. Показано, что белки 
MCU и VDAC1 могут формировать комплекс, кото-
рый участвует в транспорте ионов Са2+ в митохон-
дриальный матрикс  [95]. Авторы предположили, 
что ингибирование активности MCU или разруше-
ние такого комплекса может являться стратегией 
для терапии заболеваний нервной системы. Одна-
ко механизм взаимодействия VDAC с субъедини-
цей MCU до конца не установлен.

Немаловажная роль VDAC связана с таким 
патологическим явлением, как открывание MPT-
поры в результате избыточного накопления Са2+ 
в митохондриях. Как известно, при накоплении 
ионов Са2+ в митохондриальном матриксе во внут-
ренней мембране органелл может происходить 
формирование большого неселективного канала 
(поры) (более подробно в обзорах Halestrap et  al., 
Belosludtsev et al., Carraro et al. и Bernardi et al. [63, 
86, 96, 97]). Этот процесс приводит к нарушению 
процесса митохондриального дыхания и окисли-
тельного фосфорилирования, коллапсу мембран-
ного потенциала, рассеиванию ионных градиен-
тов на внутренней мембране и, в конечном счёте, 
набуханию матрикса с возможным последующим 
разрушением органелл. На сегодняшний день в 
качестве основных компонентов, формирующих 
пору канала во внутренней мембране мито-
хондрий, рассматривают ATP-синтазу (в разных 
конфигурациях) и транслокатор адениновых ну-
клеотидов (ADP/ATP-транслокатор). Регуляторным 
белком, обеспечивающим открывание MPT-поры, 
является пептидил-пролил цис-транс изомераза – 
циклофилин Д [63, 86]. В изолированных митохон-
дриях VDAC не требуется для образования MPT-по-
ры [63]. Вместе с тем VDAC важен для образования 
Са2+-зависимой MPT в живой клетке, поскольку 
обеспечивает основной путь поступления ионов 
Са2+ в митохондрии. В физиологических условиях 
GSK3β, PKA и другие протеинкиназы, способные 
фосфорилировать VDAC, снижают порог открыва-
ния MPT-поры для разных индукторов, в то время 
как перевод этих протеинкиназ в фосфорилиро-
ванную форму подавляет открывание MPT-поры 
и снижает риск тяжёлых патологий, связанных с 
гипоксическим повреждением тканей.

Малые молекулы, регулирующие актив-
ность VDAC. Изучение электрофизиологических 
характеристик VDAC и его роли в митохондриях и 
клетках в первую очередь связано с определением 
влияния на канал малых молекул. При этом боль-
шинство известных лигандов при взаимодействии 
с белками VDAC способны снижать их канальную 

активность, проявляя при этом различную актив-
ность в отношении индукции апоптоза.

Низкомолекулярное соединение эрастин 
является единственным известным «открывате-
лем» VDAC и способно предотвращать взаимо-
действие VDAC с тубулином  [98]. Эрастин пре-
имущественно взаимодействует с изоформами 
VDAC2 и VDAC3  [99]. Считается, что такая актива-
ция приводит к гиперполяризации митохондрий 
и повышенной продукции в органеллах АФК  [10, 
100, 101]. Это является одной из причин того, что 
эрастин способен инициировать программируе-
мую окислительную некротическую гибель кле-
ток, связанную с железо-зависимым перекисным 
окислением липидов (ферроптоз)  [102].

Одной из ключевых мишеней в белковой мо-
лекуле VDAC для различных ингибиторов является 
аминокислотный остаток Glu73(72) [66]. Считается, 
что по этому сайту происходит взаимодействие, 
например, с рутением красным, который может 
не только блокировать VDAC1, но и конкурировать 
с гексокиназой за сайт взаимодействия в этом 
белке  [10,  66]. Рутений красный часто рассматри-
вается и в качестве блокатора апоптоза при дей-
ствии различных проапоптотических стимулов. 
Замена Glu73 на Gln73 подавляет ингибирование 
рутением красным как проводимости VDAC1, так 
и апоптотической клеточной гибели  [65, 66, 103, 
104]. Таким образом, рутений красный, с одной 
стороны, блокирует VDAC-каналы, тем самым уве-
личивая их проводимость для ионов Ca2+, а с дру-
гой стороны, предотвращает поглощение ионов 
Са2+ в матрикc, ингибируя митохондриальный 
кальциевый унипортер MCU  [66,  86].

Целый ряд агентов, способных индуцировать 
апоптоз, вызывает увеличение уровня экспрессии 
белка VDAC1. К этим агентам относятся, например, 
миостатин и цисплатин. Считается, что повыше-
ние экспрессии VDAC1 стимулирует процесс оли-
гомеризации данного белка, что может являться 
причиной апоптотической клеточной гибели 
(подробнее в обзоре Magrì et  al.  [10]).

С другой стороны, известен ряд соединений, 
способных подавлять олигомеризацию VDAC и 
тем самым оказывать антиапоптотическое дей-
ствие. К таким соединениям можно отнести VBIT-4  
(voltage-dependent anion channel  1 oligomerization 
inhibitor), DIDS (4,4′-diisothiocyano-2,2′-stilbene-disul
fonic acid, 4,4′-диизотиоциано-2,2′-стильбен-дисуль-
фоновая кислота) и олесоксим (TRO19622)  [10, 
105–110].

Согласно литературным данным, существует 
широкий спектр агентов, способных влиять на 
активность как изолированного VDAC, встроенного 
в бислойную липидную мембрану, так и митохон-
дрий и клеток. К числу таких агентов относятся по-
лианион Кёнига, DCCD, этанол, фосфоротионатный 
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Молекулы, способные регулировать активность VDAC-каналов

Название Действие на VDAC Действие на клетку и организм Ссылка

Эрастин
«открыватель» VDAC, 
нарушает взаимодействие 
VDAC с тубулином

индуктор ферроптоза, противораковое  
действие [98, 99, 102]

VBIT-4
ингибитор 
олигомеризации VDAC, 
ингибитор 
проводимости VDAC

ингибитор апоптоза, протекторный эффект 
при сахарном диабете, болезни Альцгеймера, 
боковом амиотрофическом склерозе (БАС),  
гиперальдостеронизме

[105–107]

Олесоксим 
ингибитор VDAC, 
ингибитор 
олигомеризации VDAC

ингибитор клеточной гибели, протекторный 
эффект при БАС, остром повреждении почек [108, 109]

DIDS ингибитор 
олигомеризации VDAC

ингибитор апоптоза, индуктор апоптоза,  
нейропротекторное и нейротоксическое  
действие

[110]

Полианион  
Кёнига ингибитор VDAC индуктор апоптоза, противораковое действие [10, 119]

Этанол ингибитор VDAC индуктор апоптоза, противораковое действие [114–116]

Аспирин нарушает взаимодействие 
VDAC с гексокиназой индуктор апоптоза, противораковое действие [111]

3-Бромопируват нарушает взаимодействие 
VDAC c гексокиназой индуктор апоптоза, противораковое действие [112]

Клотримазол нарушает взаимодействие 
VDAC c гексокиназой индуктор апоптоза, противораковое действие [113]

G3139
ингибитор VDAC, 
нарушает взаимодействие 
с белками Bcl2

индуктор апоптоза, противораковое действие [117, 118]

Рутений  
красный ингибитор VDAC ингибитор апоптоза [103, 104]

SC18 ингибитор VDAC индуктор клеточной гибели, противораковое 
действие [120]

антисмысловой олигонуклеотид G3139, 3-бромо-
пальмитат и др. (таблица)  [111–120]. Вместе с тем 
у этих соединений в клетке достаточно много  
других мишеней, в результате взаимодействия с 
которыми может изменяться как функциониро-
вание митохондрий, так и происходить развитие 
клеточной гибели. Поэтому говорить об использо-
вании этих малых молекул как внутриклеточных 
модуляторов VDAC-каналов можно лишь с боль-
шой степенью допущения.

РОЛЬ VDAC ПРИ ПАТОЛОГИЯХ

VDAC и канцерогенез. Уровень и конформа-
ционное состояние белков VDAC, определяющие 
цитозольное соотношение ATP/ADP путём регуля-
ции потока субстратов, играют важнейшую роль 

в переключении клеток на пролиферативный  
фенотип Варбурга, свойственный раковым клет-
кам. В  частности, открытое состояние VDAC спо-
собствует максимальному потоку метаболитов 
для оптимальной функции митохондрий, тогда 
как закрытое состояние VDAC сводит к минимуму 
скорость митохондриального метаболизма и обес-
печивает фенотип Варбурга в условиях накопле-
ния предшественников биосинтеза макромолекул, 
необходимых для пролиферации опухолевых кле-
ток [4, 10, 11, 20]. При этом считается, что стимуля-
ция митохондриального метаболизма, в том числе 
посредством модуляции открытой конформации 
VDAC, приводит к усилению окисления физиоло-
гических субстратов и генерации ATP, но также и 
к увеличению образования АФК с последующим 
развитием окислительного стресса и устранением 
фенотипа Варбурга (рис.  3).
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Рис. 3. Схема, иллюстрирующая участие VDAC в развитии патологических процессов: онкология, нейроде-
генеративные заболевания, сахарный диабет и инфекционные заболевания. Пояснения в тексте. Рисунок 
создан в сервисе Biorender.com

Известно, что изоформы VDAC могут являть-
ся прогностическими биомаркерами разных ти-
пов рака человека  [4,  10,  121,  122]. В частности, 
рак лёгких, молочной железы и печени сопро-
вождается увеличением уровня VDAC1, а высокая 
экспрессия VDAC1 тесно связана с более низкой 
частотой выживаемости у пациентов  [121,  123]. 
Предполагается, что VDAC1 может действовать 
как онкоген, связанный с онкогенезом и про-
грессированием опухоли. Сверхэкспрессия VDAC1 
в раковых клетках может вызывать его взаимо-
действие с гексокиназой, что будет приводить к 
связыванию митохондриального ATP с глюкозой и 
развитию эффекта Варбурга. Это взаимодействие 
может предотвращать связывание VDAC с проапо-
птотическими факторами, в частности, с белком 
Bax [124]. VDAC1 может взаимодействовать и с ан-
тиапоптотическими белками, сверхэкспрессируе-
мыми при раке, такими как Bcl2, Bcl-XL и гексоки-
наза, и блокировать высвобождение цитохрома  с 
из митохондрий, что предотвращает апоптоз рако-
вых клеток [4, 10, 11, 20]. В частности, были обна-
ружены антираковые эффекты ряда агентов, спо-
собных разрушать комплекс гексокиназа–VDAC1 
(клотримазол или 3-бромпируват)  [112,  113].

Сверхэкспрессия VDAC1 также приводит к 
подавлению активации NK-клеток, способных вы-
зывать гибель соседних клеток, несущих поверх-
ностные маркеры, связанные с онкогенной транс-
формацией, что способствует онкогенезу  [125]. 
Показано, что митохондриальный фактор деления 
(MFF), связывающийся с VDAC1 и регулирующий 
его конформационное состояние, может быть 
сверхэкспрессирован при немелкоклеточном раке 
лёгких, при этом разрушение комплекса MFF–
VDAC1 с помощью MFF-миметиков приводит к 
деполяризации митохондрий и запускает клеточ-
ную гибель в различных типах раковых клеток, 
включая меланому [126]. МикроРНК-7 снижает экс-
прессию VDAC1, что приводит к ингибированию 
пролиферации и метастазирования гепатоцеллю-
лярной карциномы  [127]. Напротив, активация 
VDAC1 при снижении экспрессии микроРНК-320a 
вызывает пролиферацию и инвазию немелко-
клеточного рака лёгких  [128]. Как было указано 
выше, блокирование эрастином или эрастино-
подобными соединениями ингибирующего дей-
ствия тубулина на функционирование VDAC приво-
дит к усилению митохондриального метаболизма 
и способствует окислительному стрессу, а также 
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сопровождается угнетением гликолиза  [100,  129]. 
Такой подход может быть использован как для 
индукции гибели раковых клеток вследствие бло-
кирования поступления строительного материала, 
необходимого для пролиферации клеток, так и 
для индукции в митохондриях окислительного 
взрыва (ROS burst), ведущего к повреждениям и 
гибели раковых клеток. Так, сочетание модуляции 
окислительного стресса и эффекта Варбурга под 
действием эрастиноподобных соединений вызы-
вало гибель клеток в различных линиях гепато-
карциномы человека и замедляло рост опухоли 
в модели ксенотрансплантата клеток гепатокар-
циномы Huh7  [129,  130]. Недавно было показано, 
что NADH способен связываться с NADH-связываю-
щим карманом различных изоформ VDAC и закры-
вать канал  [131]; при этом малая молекула SC18, 
способная связываться с карманом для NADH, 
поддерживает VDAC в открытой конфигурации, 
что вызывает митохондриальную дисфункцию и 
снижает пролиферацию клеток гепатокарциномы 
человека  [120]. Важно отметить, что эффект SC18 
не зависел от изоформы VDAC. С другой стороны, 
необходимо учитывать, что гетерогенность рако-
вых клеток может обусловливать и непредска-
зуемые эффекты такого VDAC-опосредованного 
переключения митохондриального метаболизма, 
и поэтому этот вопрос ещё требует тщательного 
исследования. 

VDAC и нейродегенеративные заболевания. 
VDAC вовлечён в развитие целого ряда нейроде-
генеративных заболеваний, что обусловлено его 
«стыковкой» и специфическим взаимодействием 
с неправильно свёрнутыми и агрегированными 
белками, которое приводит к изменению каналь-
ной проводимости и способствует прогрессиро
ванию митохондриальной дисфункции  [4,  10, 12].  
В частности, такая картина наблюдается в слу-
чае болезни Альцгеймера, когда накопление в 
цитоплазме β-амилоидного пептида и гиперфос-
форилированного тау-белка приводит к усиле-
нию их взаимодействия с митохондриальным 
VDAC1, уровень которого существенно повышен 
при данном заболевании  [132]. Это сопровожда-
ется снижением проводимости VDAC1 и угнете-
нием функции органелл в клетках. Модулирую-
щее влияние β-амилоида на проводимость VDAC1 
показано также в in  vitro экспериментах с исполь-
зованием БЛМ  [133]. Взаимодействие β-амилоида 
и VDAC1 было показано в клеточных культурах 
нейробластомы SH-SY5Y, причём фосфорилиро-
вание VDAC1 способствовало выходу проапопто-
тических молекул из митохондрий этих клеток 
и усиливало нейротоксическое действие β-ами-
лоида  [134]. Снижение уровня VDAC1 в модели 
на основе VDAC1+/− мышей может защищать 
клетки головного мозга от дегенеративных из-

менений путём сохранения митохондриальной  
функции  [135].

Подобное связывание VDAC1 c неправильно 
свёрнутыми формами белков, сопровождающее-
ся нарушениями митохондриального гомеостаза, 
было обнаружено также при боковом амиотрофи-
ческом склерозе (БАС) – прогрессирующем мульти-
системном заболевании, характеризующемся мы-
шечным параличом, отражающим дегенерацию 
моторных нейронов  [136,  137]. Агрегация мутант-
ного белка супероксиддисмутазы  1 (SOD1) счи-
тается одной из основных причин развития на-
следственной формы БАС  [134]. Предполагается, 
что мутантный белок SOD1 самостоятельно или 
совместно с другими внутриклеточными компо-
нентами образует олигомеры для дальнейшего 
формирования агрегатов высокой молекулярной 
массы. В модели БАС на основе трансгенных крыс 
SOD1*G93A было обнаружено, что мутантный бе-
лок SOD1 специфически связывается с VDAC1 и 
подавляет транспорт ADP в митохондрии, выде-
ленные из спинного мозга  [138]. Недавние иссле-
дования детально охарактеризовали связывание 
неправильно свёрнутого SOD1 с N-концевым до-
меном VDAC1  [136]. Кроме того, в клетках линии 
NSC-34, экспрессирующих мутантный белок SOD1, 
были обнаружены посттрансляционные модифи-
кации остатков VDAC1, что указывает на измене-
ния в структуре канала VDAC1 и, следовательно, 
в биоэнергетическом метаболизме мотонейронов 
при БАС  [72]. Ингибитор олигомеризации VDAC 
олесоксим задерживал развитие гибели мотоней-
ронов при БАС у мышей, однако при клинических 
испытаниях на людях с поздней стадией БАС был 
неэффективен  [139,  140].

Взаимодействие VDAC и аномально агрегиро-
ванных белков α-синуклеина может способство-
вать возникновению и прогрессированию болез-
ни Паркинсона. α-Cинуклеин преимущественно 
локализуется в пресинаптических окончаниях в 
различных отделах головного мозга и является 
основным компонентом телец Леви при болезни 
Паркинсона. Было показано, что накопление и 
агрегация α-синуклеина вносит значительный 
вклад в нейротоксичность и является ведущей 
причиной деградации дофаминергических ней-
ронов мозга  [53,  141]. Известно, что мономерный 
α-синуклеин может транспортироваться через 
белки всех трёх изоформ VDAC и достигать внут-
ренней мембраны митохондрий. Накопление 
α-синуклеина во внутренней мембране митохон-
дрий приводит к митохондриальной дисфункции, 
увеличению продукции АФК этими органеллами 
и митофагии  [46,  142]. Также обнаружено, что 
сверхэкспрессия α-синуклеина в чёрной субстан-
ции головного мозга крыс приводит к увеличе-
нию его взаимодействия с VDAC1 и способствует 
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открыванию MPT-поры, вызывая последующую 
дегенерацию и гибель дофаминергических ней-
ронов  [54,  55]. Кроме того, было показано, что 
накопление α-синуклеина в нейронах чёрной суб-
станции пациентов, страдающих болезнью Пар-
кинсона, вызывает снижение экспрессии VDAC1, 
что может обусловливать нарушение гомеостаза 
кальция, способствуя митохондриальной дисфунк-
ции и клеточной гибели  [143].

VDAC и сахарный диабет. Показано, что раз-
витие сахарного диабета сопровождается изме-
нением содержания VDAC1 в митохондриях, что 
может быть одним из патогенетических факто-
ров при данной патологии  [4,  12,  28,  144]. Однако 
изменение уровня экспрессии митохондриально-
го VDAC1 носит тканеспецифичный характер  [28, 
144–148]. Установлено, что в бета-клетках поджелу-
дочной железы при гипергликемии наблюдается 
ошибочная транслокация этого белка в цитоплаз-
матическую мембрану, что способствует значи-
тельному уменьшению пула ATP и нарушению 
секреции инсулина  [28]. Предположено, что повы-
шенная экспрессия VDAC1 приводит к апоптотиче-
ской гибели эндотелиальных клеток коронарной 
артерии мышей в модели сахарного диабета [144]. 
Недавно было установлено  [149], что в митохон-
дриях скелетных мышц потомков самок японских 
макак, получавших диету западного типа (диета с 
высоким содержанием углеводов и насыщенных 
жирных кислот), происходит перепрограммиро-
вание метаболизма, которое характеризуется в 
том числе снижением количества белков VDAC и 
дыхательного комплекса  I, и это коррелирует со 
снижением биомаркеров окислительного стресса. 
Авторы высказали предположение о том, что сни-
жение количества этих белков может быть адап-
тивной реакцией к развитию диабета на раннем 
этапе жизни животных, направленной на умень-
шение избыточно образующихся АФК. Важно 
отметить, что подавление олигомеризации VDAC 
с помощью нового ингибитора VBIT-4 способство-
вало устранению митохондриальной дисфункции 
при индукции гипергликемии в эндотелиальных 
клетках, а также ослабляло развитие эксперимен-
тального диабета у мышей [28, 148]. Нокдаун гена 
VDAC1 в фибробластах кожи человека способство-
вал подавлению негативных последствий гипер-
гликемического стресса  [148]. Таким образом, ге
нетическая или фармакологическая модуляция 
VDAC1 может подавлять негативное влияние хро-
нического высокого уровня глюкозы на функции 
митохондрий в разных клетках.

VDAC и инфекционные заболевания. Извест-
но, что VDAC является молекулярной мишенью 
для вирусов и играет важную роль в развитии 
митохондриальной дисфункции, сопутствующей 
инфекционным заболеваниям [4, 12]. Вирусы спо-

собны влиять на экспрессию VDAC и непосред-
ственно взаимодействовать с данными белками. 
Так, белок  Х вируса гепатита  В (HBx) способен взаи-
модействовать с VDAC3, что сопровождается ми-
тохондриальной деполяризацией  [150]. Показано, 
что VDAC1 взаимодействует с белком ORF3 вируса 
гепатита E [151]. Известно также о взаимодействии 
белка  R вируса иммунодефицита человека (HIV-1) 
с VDAC1, которое запускает апоптоз инфицирован-
ных Т-лимфоцитов [152]. Кроме того, белок PB1-F2 
вируса гриппа А, взаимодействуя с ANT3 и VDAC1, 
приводит к индукции MPT-поры, деполяризации 
митохондрий и выходу из них цитохрома с. Пред-
полагается, что обусловленная белком PB1-F2 
гибель клеток, прежде всего иммунных, через 
митохондриальную дисфункцию способствует 
патогенности вируса гриппа  [153]. Ряд исследова-
ний также выявил взаимодействие между VDAC1 
и E-белком вируса Денге  [154], VP5-белком вируса 
инфекционной бурсальной болезни  [155] и неко-
торыми другими вирусными белками, которые 
также увеличивают экспрессию VDAC1, вызывают 
развитие инфекционного процесса и клеточную 
гибель. Вирус SARS-CoV-2, ответственный за панде-
мию COVID-19, также вызывал увеличение уровня 
экспрессии VDAC1 и развитие митохондриальной 
дисфункции в T-лимфоцитах  [12,  156]. При этом 
апоптоз Т-лимфоцитов блокировался ингибитором 
VBIT-4  [156].

На сегодняшний день роль митохондриаль-
ных белков VDAC1–3 в качестве критически важ-
ных координирующих центров, обеспечивающих 
двустороннюю регуляцию процессов на границе 
с цитозолем и интеграцию митохондрий в мета-
болические пути в норме и при патологиях, ста-
новится всё более очевидной. Данные свидетель-
ствуют о том, что патофизиологическая функция 
белков VDAC зависит от их структурной гибкости, 
которая позволяет реагировать на различные сти-
мулы путём конформационных переключений и 
обусловлена взаимодействием с многочисленны-
ми, строго компартментализованными белками 
митохондриального межмембранного простран-
ства и цитозоля. Определение трёхмерной струк-
туры, а также обнаружение дифференциации 
функциональных свойств трёх изоформ VDAC 
стали важными открытиями, которые стимулиро-
вали поиск регуляторных молекул эндогенного и 
экзогенного происхождения. При этом применение 
имеющихся природных и синтетических регуля-
торов VDAC наталкивается на целый ряд слож-
ностей, связанных с их низкой специфичностью 
и отсутствием известного механизма действия. 
Решение этих проблем может помочь исследова-
телям проложить путь к реализации давно назрев-
шей задачи: фармакологической регуляции белков 
VDAC как перспективных молекулярных мишеней 
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для терапии патологических состояний, связан-
ных с митохондриальной дисфункцией и метабо-
лическим репрограммированием.
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PORE-FORMING VDAC PROTEINS  
OF THE OUTER MITOCHONDRIAL MEMBRANE:  

REGULATION AND PATHOPHYSIOLOGICAL ROLE

Review
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1 Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,  
192290 Pushchino, Russia
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Voltage-dependent anion channels of the outer membrane of mitochondria are a family of pore-forming 
β-barrel proteins (VDAC1-3), which carry out controlled “filtration” of small molecules and ions between 
the cytoplasm and mitochondria. The possibility of temporary conformational transitions between the 
closed and open states of VDAC proteins, as well as their interaction with a number of cytoplasmic 
and mitochondrial proteins, allows these channels not only to regulate membrane permeability for 
major metabolites and ions, but also to participate in the control of vital intracellular processes and 
pathological conditions. This work is devoted to the analysis of novel data obtained on the putative 
molecular structure, regulatory mechanisms, and pathophysiological role of VDAC family proteins, 
as  well as possible future directions in this area of research.

Keywords: VDAC, mitochondria, membrane transport, cell death, cancer, diabetes mellitus, neurode-
generative diseases
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В работе приведены результаты исследования in  vitro и in  silico процесса образования амилои-
доподобных структур в жестких денатурирующих условиях неспецифическим порином OmpF 
Yersinia pseudotuberculosis (YpOmpF)  – мембранным белком, имеющим конформацию β-бочонка. 
Показано, что для получения амилоидоподобных агрегатов порина необходима предваритель-
ная дестабилизация его структуры в буферном растворе с кислым значением pH при повышен-
ной температуре c последующей длительной инкубацией при комнатной температуре. После 
нагревания при 95  °C в растворе с pH 4,5 в молекуле порина на уровне третичной и вторичной 
структуры белка наблюдаются существенные конформационные перестройки, которые сопро-
вождаются увеличением содержания суммарной β-структуры и резким уменьшением величины 
характеристической вязкости раствора белка. Последующее длительное выдерживание полу-
ченного нестабильного интермедиата YpOmpF при комнатной температуре приводит к форми-
рованию разнообразных по форме и размерам агрегатов порина, связывающих тиофлавин  Т 
(специфический флуоресцентный краситель для обнаружения амилоидоподобных белковых 
структур). Показано, что, по сравнению с исходным белком, ранние промежуточные продукты 
амилоидогенного пути порина, олигомеры, обладают повышенной токсичностью по отношению 
к клеткам нейробластомы мыши Neuro-2aCCL-131™. Результаты компьютерного моделирования 
и анализа изменения собственной флуоресценции при агрегации белка позволяют предполо-
жить, что при образовании амилоидоподобных агрегатов изменения в структуре YpOmpF затра-
гивают не только участки с внутренне неупорядоченной структурой, соответствующие наруж-
ным петлям порина, но и основной каркас молекулы, имеющий жесткую пространственную 
структуру, присущую β-бочонку.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: порин OmpF, Yersinia pseudotuberculosis, мембранный белок, амилоидогенез, 
пространственная структура, цитотоксическая активность, компьютерное моделирование.

DOI: 10.31857/S0320972524060081 EDN: XLJZYQ

Принятые сокращения: МД – молекулярная динамика; мол. м. – молекулярная масса; НМ – наружная мем-
брана; RP и RP_del – рекомбинантные полноструктурный и мутантные белки порина OmpF с делециями не-
которых наружных петель соответственно; ThT  – тиофлавин  T; YpOmpF  – порин OmpF Y. pseudotuberculosis; 
YpOmpFm и YpOmpFt – мономер и тример порина OmpF соответственно.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Образование амилоидов можно рассматри-
вать как одну из разновидностей формирования 

ненативного конформационного состояния белко-
вой молекулы под действием условий, в которых 
нативная структура нарушается  [1–3]. В  резуль-
тате исследований стало понятно, что решающее 
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значение для образования амилоидов может 
иметь формирование популяции белка в опреде-
ленном денатурированном состоянии, способном 
к переходу в амилоидоподобную конформацию с 
повышенным содержанием кросс-β-структуры [4]. 
Известно, что неправильная укладка белков явля-
ется причиной образования патологических агре-
гатов и может приводить к развитию некоторых 
заболеваний, прежде всего, нейродегенеративных, 
таких как болезни Альцгеймера и Паркинсона, 
диабета второго типа и других  [5,  6]. Понимание 
молекулярных механизмов, лежащих в основе «гу-
бительной судьбы белков», может помочь в разра-
ботке стратегии для преодоления этой проблемы.

В литературе описана также способность 
целого ряда белков, не связанных с заболевания-
ми, формировать амилоидные фибриллы  [7,  8]. 
Известно, что различные патогенные виды бак-
терий широко используют амилоидную форму 
белка для взаимодействия с эукариотическими 
организмами  [9]. Амилоиды бактерий образуют 
слои внеклеточного белка со свойствами адгези-
нов, регулируют активность токсинов и факто-
ров вирулентности, а также являются матрица-
ми биопленок, а прионы дрожжей помогают при 
адаптации к различным условиям окружающей 
среды  [10,  11]. Это наводит на мысль, что указан-
ные организмы могут осуществлять различные 
жизненно важные функции только с помощью 
амилоидов, обладающих уникальными свой-
ствами, отсутствующими у «обычных» белковых 
молекул. При этом бактерии представляют собой 
простейшую клеточную модель, с помощью кото-
рой можно исследовать процесс амилоидогенеза.

Таким образом, процесс образования амилои-
доподобных агрегатов белков представляет инте-
рес как с теоретической, так и с практической 
точки зрения. Понимание факторов, которые ре-
гулируют склонность белков к амилоидогенезу, а 
также выявление особенностей структуры белко-
вой молекулы, определяющих это свойство, явля-
ются важными фундаментальным вопросами фи-
зики белка. Значительное число исследователей 
сходится во мнении, что при изучении процесса 
формирования амилоидных структур невозможно 
обойтись без кинетического анализа процесса и 
характеристики возможных конформационных 
состояний белка и соответствующих им олигомер-
ных структур, образующихся в ходе агрегации [12–
14]. В литературе описаны искусственные системы 
для направленного и/или пошагового получения 
таких структур от первичных амилоидоподобных 
агрегатов до фибрилл  [15–17].

С определенного времени все большее экспе-
риментальное подтверждение приобретает мне-
ние о том, что все β-структурные белки способны 
к образованию амилоидоподобных агрегатов  [18]. 

Основой для конформационных превращений бел-
ков этого типа является наличие в их аминокис-
лотной последовательности так называемых ами-
лоидогенных участков, соответствующих гибким 
фрагментам полипептидной цепи с повышенной 
способностью к конформационным изменени-
ям  [19]. Именно существование таких внутренне 
неупорядоченных областей, обладающих явными 
преимуществами перед свернутыми доменами по 
способности к образованию разнообразных связей, 
обеспечивает β-белкам конформационную плас-
тичность и, как следствие, мультифункциональ-
ность  [20,  21]. Подобными свойствами обладают 
неспецифические порины наружной мембра-
ны  (НМ) грамотрицательных бактерий, которые 
являются типичными β-структурными мембран-
ными белками, образующими сеть водонаполнен-
ных пор, предназначенных для неспецифической 
диффузии растворимых питательных веществ и 
метаболитов  [22]. В  количественном отношении 
порообразующие белки являются преобладаю-
щими среди белков НМ, в нативных мембранах 
они существуют в виде гомотримеров, структура 
мономерных звеньев которых стабилизирована 
многочисленными взаимодействиями различной 
природы: гидрофобными, ионными и водород-
ными связями [23]. Отличительной особенностью 
поринов, с одной стороны, является высокая ста-
бильность, которая присуща основному элементу 
их пространственной организации, β-бочонку, а с 
другой  – способность легко образовывать различ-
ные конформационные интермедиаты в зависи-
мости от условий среды, т.е.  конформационная 
пластичность.

В последнее десятилетие значительное число 
работ многих авторов было посвящено изучению 
особенностей конформационно-функциональной 
активности поринов, сопряженной с их динами-
ческим «поведением», в том числе с образовани-
ем поливалентных электростатических взаимо-
действий на поверхности липидных бислоев и 
внутри поринового канала при изменении раз-
личных факторов окружающей среды  [24–27]. 
Кроме того, обнаружено, что такие бактериаль-
ные порины, как OmpA и  OmpC, в определенных 
условиях in  vitro могут формировать амилоид-
ные и амилоидоподобные агрегаты  [28]. Особый 
интерес в этом плане, несомненно, представляет 
вопрос, какие элементы структуры поринов спо-
собствуют процессу превращения его в типичные  
амилоиды.

Конкретный интерес авторов данного исследо-
вания лежит в области неспецифических поринов 
грамотрицательных бактерий рода Yersinia – пато-
генов, вызывающих у человека острую кишечную 
инфекцию, которая, в свою очередь, приводит 
не  только к развитию осложненных и рецидиви-
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рующих состояний, но и является триггером ряда 
аутоиммунных заболеваний.

В результате исследования структурных пре-
вращений поринов иерсиний под действием де-
натурирующих факторов (pH среды, температуры, 
мочевины) было обнаружено, что пространствен-
ная структура конформационных интермедиатов 
этих белков, образующихся в разных условиях, 
существенно отличается  [29–31]. Такое поведе-
ние характерно для белков, содержащих в своей 
последовательности участки внутренне неупоря-
доченной структуры. С  целью выявления в ами-
нокислотных последовательностях поринов OmpF 
таких конформационно гибких областей, а также 
определения участков их локализации был про-
веден анализ первичной структуры поринов иер-
синий, обитающих в различных природных ни-
шах (Yersinia pseudotuberculosis и Yersinia ruckeri), 
выполненный с помощью Веб-ресурсов, таких как 
d2p2  (http://d2p2.pro/)  [32] и ODiNPRED  [33], предна-
значенных для прогнозирования локализации 
упорядоченных и неупорядоченных участков в 
последовательности белков на основании ана-
лиза биоинформатических и эксперименталь-
ных данных. В  результате было установлено, что 
значительное количество участков с внутренне 
неупорядоченной структурой находится в обла-
сти наружных петель поринов, напротив, β-тяжи 
таких участков не содержат, но существенно раз-
личаются по степени своей конформационной 
гибкости  [34].

Целью настоящей работы является характе-
ристика амилоидоподобных агрегатов β-струк-
турных мембранных белков, полученных в раз-
личных условиях, на примере порина OmpF НМ 
Y.  pseudotuberculosis  (YpOmpF).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование бактериальных клеток. 
В работе использовали клетки Y.  pseudotuberculosis 
(серовар IB, штамм 598), полученные из НИИ эпи-
демиологии и микробиологии им.  Г.П.  Сомова Рос-
потребнадзора (г.  Владивосток). Бактерии культи-
вировали при 4–6  °C в течение 6 суток на среде LB 
при перемешивании.

Выделение и очистка белка. Изолированный 
порин OmpF из Y.  pseudotuberculosis получали из 
высушенной ацетоном микробной массы путем 
последовательной обработки 2%-ным Triton X-100, 
ДНКзой («Sigma-Aldrich», США) и 0,5%-ным сарко-
зилатом натрия при 4  °C в течение 12  ч, как опи-
сано в работе Новиковой и др. [35]. Для получения 
комплекса пептидогликан  (ПГ)–порин получен-
ный после центрифугирования (100  000  об./мин) 
осадок экстрагировали 2%-ным Ds-Na при 50  °C. 

Изолированный порин в тримерной форме полу-
чали при температуре 37  °C в результате диссо-
циации комплекса ПГ–белок, суспендированного 
в буфере  А (30  мМ  Tris-HCl, pH  7,4), содержащем 
0,5  М  NaCl и  1%  Ds-Na. Электрофоретически гомо-
генную фракцию тримеров белка получали после 
очистки на колонке (1,5  ×  70,0  см) с сефакрилом 
S-200 («GE  Healthcare», Швеция), уравновешенной 
буфером  А, содержащим  0,25%  Ds-Na.

Получение агрегатов OmpF Y.  pseudotuber­
culosis. К  200  мкл исходного раствора белка 
(0,75  мг/мл) в буфере  А добавляли 50  мкл  0,05  М 
фосфатно-цитратного буфера (pH  3,5), значение pH 
полученного раствора составляло 4,5. Полученный 
раствор инкубировали при постоянной темпе
ратуре 42  °C в течение 2–4  недель или при 95  °C 
в  течение  3–5  ч.

Аналитические методы. Электрофорез в 
градиентном ПААГ  (9–12%) в присутствии Ds-Na 
проводили в Tris-глициновом буфере, согласно 
ранее опубликованным данным [36]. Белки, разде-
ленные в геле, окрашивали Кумасси бриллианто-
вым синим R-250 в 3,5%-ной хлорной кислоте [37].

Определение вязкости растворов полипеп-
тидов выполняли на вискозиметре Убеллоде (тем-
пература  – 20,0  ±  0,1  °C, диаметр капилляра  – 0,4 
и  0,3  мм) в 30  мМ  Tris-HCl-буфере (pH  7,4), содер-
жащем 0,2  М  NaCl и  1%  Ds-Na.

Определение молекулярной массы белка. 
Сравнительный анализ мол.  м. образцов мономе-
ров порина YpOmpFm и YpOmpFm_10  кДа (по объе-
му элюирования) с помощью гель-хроматографии 
на сефадексе G-150 в присутствии гуанидин гидро-
хлорида проводили, как описано ранее  [38].

Масс-спектрометрия с матрично-акти­
вированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(ВП-МАЛДИ-МС). Эксперименты по времяпролет-
ной МАЛДИ масс-спектрометрии проводили на 
масс-спектрометре Ultraflex  III TOF/TOF («Bruker 
Daltonics», Германия), оснащенном детектором 
высоких масс  HMD-1 («CovalX  AG», Швейцария), в 
линейном режиме с регистрацией положитель-
ных ионов. В  качестве матрицы использовали 
насыщенный раствор 3,5-диметокси-4-гидрокси-
коричной (синапиновой) кислоты (10  мг/мл) в 
смеси ацетонитрил/0,25%-ная  ТФУ (1/1,  v/v). Для 
получения масс-спектров порина белок из раство-
ра детергента осаждали 9-кратным объемом аце-
тона, осадок промывали водой и суспендировали 
в воде, затем наносили на мишень, высушивали 
и добавляли матрицу.

Оптические методы. Концентрацию белка в 
растворе определяли по УФ-спектрам в максимуме 
поглощения при 280  нм. Удельный коэффициент 
поглощения A0,1%/1  см принимали равным  1,27 
(значение молярной экстинкции порина определе-
но экспериментально)  [39]. УФ-Спектры регистри-

http://d2p2.pro/
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ровали при 20  °C на спектрофотометре UV-Visible 
UV-1601PC («Shimadzu», Япония) в кварцевых кюве-
тах с длиной оптического пути  1  см.

Спектры кругового дихроизма (КД) регистри-
ровали на спектрополяриметре Chirascanрlus  CD 
spectropolarimeter («Applied Photophysics Ltd», Вели-
кобритания) в кварцевых кюветах с длиной опти-
ческого пути 1  мм для пептидной и  1  см для аро-
матической областей спектра. Эллиптичность  [θ] 
в пептидной области спектра считали, как эллип-
тичность среднего остатка, принимая его мол.  м. 
равной 110  Да, и содержание белка, равным 100%,  
в единицах град  ⋅  см2/дмоль по  формуле:

[θ] = [θ]набл  ×  S  ×  110/(10  ×  c  ×  l),

где S – чувствительность шкалы прибора, c – кон-
центрация белка (мг/мл), l  – длина оптического 
пути в  мм. В  ароматической области спектра эл-
липтичность считали, как молярную эллиптич-
ность [θ]М с мол. м. мономера порина (YpOmpFm), 
равной  36,7  кДа (определено по данным амино-
кислотного анализа), и тримера порина (YpOmpFt), 
равной 110,1  кДа. Калибровку спектрополяриме-
тра проводили по 0,06%-ному водному раствору 
аммониевой соли 10-сульфоната-D-камфорной кис-
лоты. Отношение эллиптичностей полос при  191 
и 290 нм составляло 2,05. Все спектральные изме-
рения растворов прогретых образцов порина про-
водили после охлаждения до 25  °C. Расчет содержа-
ния элементов вторичной структуры проводили, 
используя пакет программ  CDPro  [40].

Спектры собственной флуоресценции белка 
порина измеряли в кварцевых кюветах с длиной 
оптического пути  1  см на спектрофлуориметре 
RF-5301PC («Shimadzu», Япония). В  спектры флуо-
ресценции вводили поправку на спектральную 
чувствительность прибора, рассчитанную по 
спектру излучения родамина  В. Из поправленных 
спектров вычитали полосу Рамановского комбина-
ционного рассеяния буферного раствора. Флуорес-
ценцию возбуждали светом с длинами волн  280 
и  296  нм. Спектральная ширина щелей монохро-
маторов возбуждения и эмиссии составляла 5 нм.

Флуоресценция комплексов белков с тио­
флавином  Т  (ThT). Образцы белков перед экспе-
риментом переводили в буфер  Б (10  мМ  фосфат-
но-солевой буфер, pH  7,4) без Ds-Na с помощью 
центрифужных концентраторов AmiconUltra, 
30  кДа («Merck», США). 10  мкл  раствора белка по-
мещали в лунку 96-луночного планшета («Corning 
Costar», США), добавляли 300  мкл рабочего рас-
твора  ThT (исходный (25  мМ) раствор  ThT, раз-
бавленный в  15  000  раз), инкубировали при пере-
мешивании в темноте 1  мин и регистрировали 
интенсивность флуоресценции комплексов по-
рин–ThT при длине волны возбуждения 412  нм 

(ширина щели – 5  нм) и испускания – 450  нм (ши-
рина щели  – 10  нм) на спектрофотометре Multi-
Mode Microplatereader Sinergy  5 («BioTekInstrume
nts  Inc.»,  США).

Флуоресцентная микроскопия. 10  мкл  об-
разца белка смешивали с 0,5  мкл  25  мМ  раство-
ра ThT в буферном растворе  Б, помещали на пред-
метное стекло и визуализировали окрашенные 
агрегаты с помощью микроскопа LSM510  META 
(«Zeiss»,  Германия).

Биологическая активность. Цитотоксиче­
скую активность исследуемых образцов YpOmpF 
определяли на клеточной линии мышиной нейро-
бластомы Neuro-2aCCL-131™ («АТСС», США). Клетки 
(1  ×  104  клеток на лунку) инкубировали в 96-лу-
ночном планшете в СО2-инкубаторе в течение 
24  ч при 37  °C для адгезии. После этого в клетки 
добавляли исследуемые белки в концентрации 
1–160  мкг/мл в буфере  Б (pH  7,4) и инкубировали 
в СО2-инкубаторе при 37  °C в течение 24  ч, после 
чего удаляли супернатант и добавляли чистую 
среду. Затем в каждую лунку добавляли 10  мкл 
раствора 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолиум бромида  (MTT) (5  мг/мл) («Sigma-
Aldrich») и инкубировали 4  ч, после чего добав-
ляли раствор Ds-Na-HCl (1  г  Ds-Na/10  мл  ddH2О/ 
17  мкл  6N  HCl) и продолжали инкубировать при 
37  °C в течение 18  ч. Оптическую плотность пре-
образованного красителя формазана измеряли с 
помощью микропланшетного спектрофотометра  
Multiskan  FC («ThermoScientific», Канада) при дли-
не волны  570  нм. Цитотоксическую активность 
поринов выражали как эффективную концентра-
цию (ЭК50), при которой метаболическая активность 
клеток ингибируется на  50%. Все эксперименты 
повторяли трижды. В  качестве отрицательного 
контроля использовали буферный  раствор  Б.

Молекулярное моделирование. Модель 
пространственной структуры мономера YpOmpF 
(UniProtA0A0U1QUP9) построена методом гомоло-
гичного моделирования с помощью программы 
МОЕ  2019.01  CCG  [41] на основании кристалличе-
ской структуры порина OmpF из Escherichia coli 
(PDBID  2OMF), как это было описано ранее  [42]. 
Стартовая система для симуляции включала мо-
дель мономера порина YpOmpF и была сольва-
тирована 10  249 молекулами воды в 10  мМ  NaCl. 
Затем система была протонирована в силовом 
поле Amber14:EHT при pH  7,0 и  4,5 с помощью 
специализированного программного пакета 
MOE  2019.01  CCG  [41]. Симуляцию полноатомной 
молекулярной динамики (МД) проводили при по-
стоянном давлении (1  атм) и температуре (300  К) 
с шагом по времени  2  фс. Полноатомное силовое 
поле Amber14:EHT использовали для белков  [43], 
TIP3P – для воды  [44]. Молекулы растворителя счи-
тались жесткими. Все симуляции  МД, включая  
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нагрев, а также шаги по минимизации энергии, 
были выполнены с помощью программного па-
кета MOE  2019.01  CCG  [41] с использованием вы-
числительных ресурсов  ЦКП «Дальневосточный 
вычислительный ресурс» ДВО  РАН  (Владивосток).

Анализ предрасположенности различных 
участков порина YpOmpF к внутренней разупо-
рядоченности проводили с помощью различных 
предсказательных программ: PONDR® VLS2 [45, 46], 
PONDR® VL3  [47], PONDR® VLXT  [48], PONDR® 
FIT [49], IUPred-Long и IUPred-Short [50]. Веб-при-
ложение Rapid Intrinsic Disorder Analysis Online 
(RIDAO) использовали для суммирования резуль-
татов, полученных с помощью каждой предска-
зательной программы [51]. Использование не-
скольких программ для предсказания внутренней 
разупорядоченности является общепризнанным 
подходом, который обусловлен разной чувстви-
тельностью разных алгоритмов по отношению к 
внутренней разупорядоченности белков. Это свя-
зано с тем, что разные алгоритмы используют раз-
ные атрибуты (такие как аминокислотный состав, 
гидрофобность и т.д.) и модели для расчета показа-
теля внутренней разупорядоченности для каждого 
аминокислотного остатка в белке. Поэтому каж-
дый алгоритм имеет свои преимущества и ограни-
чения и может быть использован для выявления 
некоторых специфических особенностей внутрен-
ней разупорядоченности. По  сути, это похоже на 
применение мультипараметрического подхода в 
экспериментальном анализе структуры белка. На-
пример, PONDR® VSL2 является одним из наиболее 
точных автономных алгоритмов для предсказания 
внутренней разупорядоченности белков  [45, 46], 
PONDR® VL3 обладает высокой точностью обнару-
жения длинных неупорядоченных участков [47], 
PONDR®  VLXT не является самым точным алго-
ритмом, но обладает высокой чувствительностью 
к локальным особенностям аминокислотных по-
следовательностей, которые часто связаны с цен-
трами белок-белковых взаимодействий на основе 
внутренней разупорядоченности [48], PONDR® FIT 
представляет собой метапредиктор, который не-
сколько более точен, чем каждый из его состав-
ляющих алгоритмов (таких как PONDR® VSL2, 
PONDR® VLXT, PONDR® VL3, IUPred, FoldIndex, 
IUPred и TopIDP)  [49], тогда как IUPred использует 
подход попарной оценки энергии для поиска внут-
ренне неупорядоченных остатков, образующих 
короткие или длинные неупорядоченные участки 
(IUPred_short и IUPred_long соответственно) [50].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее авторами статьи было показано, что 
порины НМ грамотрицательных бактерий рода 

Yersinia чрезвычайно устойчивы к действию де-
тергентов при повышенной температуре, в то же 
время они легко образуют множество конформа-
ционных интермедиатов, пространственная струк-
тура которых определяется природой детергента, 
используемого для солюбилизации этих белков, 
не только на уровне третичной структуры, но 
и на уровне более стабильной вторичной струк-
туры  [29,  31]. Для исследования возможности 
формирования in  vitro амилоидных структур  
порообразующим белком YpOmpF мы использо-
вали изолированный тример порина (YpOmpF) 
и рекомбинантные белки (RP и RP_del6). Образец 
изолированного YpOmpFt был получен из НМ бак-
терий при последовательной экстракции раство-
рами детергентов. При проведении электрофореза 
в градиентном ПААГ в денатурирующих условиях 
в присутствии Ds-Na YpOmpFt имеют кажущуюся 
мол.  м. 105–110  кДа. При нагревании порина выше 
температуры необратимой денатурации, которая 
для YpOmpF составляет 70  °C, образуется денату-
рированный теплом мономер (YpOmpFm), кото-
рый имеет электрофоретическую подвижность, 
соответствующую кажущейся мол.  м.  40  кДа  [35]. 
Рекомбинантные порины OmpF, полноструктур-
ный  (RP) и мутантные белки с делециями неко-
торых наружных петель  (RP_del), были получены 
нами ранее путем гетерологичной экспрессии 
в  клетках E.  coli  [29,  52].

Поскольку белок в нестабильной конфор-
мации наиболее подвержен структурным пере-
стройкам, при выборе условий обработки образ-
цов порина, в частности pH  среды инкубации, 
мы руководствовались полученными нами ранее 
данными о конформационных переходах YpOmpF 
при pH-титровании  [30]. Было показано, что кон-
формационные превращения порина из псевдо-
туберкулезного микроба под действием  pH могут 
быть описаны трехступенчатой моделью: (1)  раз-
рушение ассоциатов порина с образованием на-
тивоподобных тримеров белка → (2) независимые 
изменения в отдельных структурных доменах 
порина с последующей диссоциацией тримера 
на мономеры  →  (3)  образование мономерных ин-
термедиатов порина с разрыхленной структурой 
различной степени  [30]. С  помощью метода  КД 
конформационное состояние YpOmpF при pH  4,5 
было определено как переходное. Отмечено было 
уменьшение жесткости молекулярной структуры 
YpOmpF в этих условиях, что является результатом 
структурных перестроек, индуцированных прото-
нированием карбоксильных групп аспарагиновой 
и глутаминовой кислот и, как следствие, разрыва 
внутримолекулярных водородных связей с гидрок
сильными группами (например, тирозина), кото-
рые имеют решающее значение для структурной 
стабилизации белка  [30]. Данный конформацион-
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ный интермедиат порина характеризовался также 
наименьшим количеством регулярной β-струк-
туры и наибольшим количеством как β-изгибов, 
так и неупорядоченной структуры. Согласно ли-
тературным данным, это является дополнитель-
ным свидетельством нестабильности молекулы 
порина в этих условиях, поскольку структурная 
стабильность β-тяжей зависит именно от конфор-
мации связывающих их сегментов [53]. Интересно 
отметить, что конформационным изменениям в 
прионных белках, связанным с образованием их 
фибриллярных нейротоксических форм, предше-
ствует увеличение в структуре белка количества 
β-изгибов  [54]. Кроме того, для этого конформаци-
онного состояния порина оказалось характерным 
наибольшее количество фрагментов β-структуры с 
минимальной длиной, предположительно, за счет 
увеличения количества межмолекулярных β-свя-
зей, образующихся при формировании ассоциатов 
белка  [30].

При выборе температуры обработки образцов 
мы ориентировались на литературные данные, со-
гласно которым амилоидоподобные превращения 
белка могут происходить как при температуре, 
способствующей первоначальной дестабилизации 
пространственной структуры белка (42  °C) [55, 56], 
так и при температуре, близкой к температуре 
теплового денатурационного перехода  [57].

Учитывая сказанное выше, в эксперименте 
для получения агрегатов YpOmpF образцы белка 
подвергали трем типам обработки: (1) выдержива-
ли при пермиссивной температуре (42  °C) в буфере 
при pH  4,5, имитирующем кислую среду лизосом 
(pH  3,6–4,8); (2)  выдерживали при повышенной 
температуре (95  °C) в буфере с нейтральным значе-
нием pH среды (7,4) и (3) выдерживали в жестких 
денатурирующих условиях (pH 4,5; 95  °C). Мы так-
же варьировали длительность инкубации: от  5  ч 
до нескольких недель. Для детекции образования 
амилоидов использовали специфический краси-
тель тиофлавин Т, чувствительный к амилоидопо-
добным структурам [58], и спектроскопию КД для 
характеристики изменений вторичной структуры 
белка. Морфологию продуктов обработки YpOmpF 
в различных условиях изучали с помощью флуо-
ресцентной микроскопии.

Обработка белка по типу  (1) была выбрана с 
учетом данных литературы о том, что для понима-
ния биохимических механизмов образования ами-
лоидных фибрилл полезно изучение превращений 
потенциально амилоидогенных белков в физио-
логических условиях, имитирующих кислую среду 
лизосом  [55]. При этом были приняты во внима-
ние данные о том, что сопровождаемая денатура-
цией диссоциация олигомеров некоторых белков 
до мономеров, полностью утративших природную 

Рис. 1. Спектры флуоресценции комплекса тиофлавина  Т с поринами. а  –  YpOmpFt после инкубации в фос-
фатно-цитратном буферном растворе (pH 4,5) в течение 2-х и 4-х недель при 42  °C. б – YpOmpFt после прогрева 
при 95  °C в течение 5  ч в Tris-HCl-буфере (pH  7,4) и последующей экспозиции при  25  °C в течение 10  суток. 
в  –  Рекомбинантные порины, полноструктурный  (RP) и мутантный c делецией наружной петли  6 (RР_del6), 
образцы хранились в фосфатно-солевом буферном растворе (pH  7,4) в присутствии 0,01%-ного Zw  3-14 при 
4  °C в течение 6  месяцев. г  –  YpOmpFt после инкубации в фосфатно-цитратном буферном растворе (pH  4,5) 
в течение 2-х  недель при 42  °C, затем прогрева при 95  °C в течение 5  ч и последующей экспозиции образ-
ца при 25  °C в течение 10  суток. Флуоресценцию возбуждали при 412  нм. Данные представлены как сред-
нее  ±  стандартное отклонение из трех экспериментальных повторов
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пространственную организацию при pH ниже 3,6, 
может привести к значительному снижению ско-
рости образования фибрилл  [57].

Как следует из данных КД (таблица), обработ-
ка YpOmpFt по типу  (1) не привела к каким-либо 
изменениям в соотношении элементов регуляр-
ной вторичной структуры белка даже к концу 
срока наблюдения (4  недели). Тем не менее, судя 
по спектрам флуоресценции комплексов порина 
с  ThT  (рис.  1,  а), отсутствие существенных изме-
нений на уровне вторичной структуры белка не 
исключает появления в его молекуле участков 
структуры, имеющих способность специфически 
взаимодействовать с красителем. Так, через 2  не-
дели наблюдалось 3-кратное увеличение интен-
сивности флуоресценции комплекса порин–краси-
тель, что может свидетельствовать о наличии в 
образце денатурированного белка. Через 4 недели 
было обнаружено не только более значительное 
(в  5  раз) увеличение интенсивности флуоресцен-
ции красителя, но и сдвиг максимума флуоресцен-
ции в длинноволновую область спектра (рис. 1, а).

Полученные данные свидетельствовали о воз-
можной перестройке пространственной орга-
низации молекулы YpOmpFt и начале процесса 
формирования амилоидоподобных агрегатов. 
Действительно, как показали результаты флуо-
ресцентной микроскопии, после инкубации в 
кислой среде в мягких условиях (при 42  °C в те-
чение 4-х  недель) в исследуемом образце порина 
были обнаружены окрашиваемые ThT-структуры. 

Однако, как видно из данных, представленных на 
рис. 2, а, они представляли собой аморфные агре-
гаты, не имеющие ничего общего с морфологией 
типичных амилоидоподобных структур. Учитывая 
размер полученных агрегатов, мы предположили, 
что они являются агрегатами ранних промежуточ-
ных продуктов амилоидогенного пути  – олиго-
меров.

Целью второго этапа исследования, обработки 
по типу  (2), стало выяснение влияния собственно 
повышенной температуры на процесс формирова-
ния амилоидов исследуемым белком. Инкубацию 
YpOmpFt проводили при температуре 95  °C в те-
чение 5  ч в буфере со значением  pH, близким к 
нейтральному (pH 7,4). Согласно данным КД, обра-
ботка в этих условиях приводила к существенному 
увеличению относительного содержания суммар-
ной β-структуры  (таблица). Как видно из данных, 
представленных на рис. 1, б, сразу после прогрева 
при 95  °C YpOmpFt обнаруживал способность свя-
зываться с  ThT. Интенсивность флуоресценции 
комплекса порин–краситель, по сравнению с кон-
тролем, увеличивалась в 7,7 раза, а после инкуба-
ции прогретого образца белка в течение 10  суток 
при комнатной температуре  – в  18,8  раза. Мето-
дом микроскопии в исследуемом образце были 
обнаружены целые скопления окрашиваемых 
ThT агрегатов белка  (рис.  2,  б). Очевидно, высоко-
температурная обработка белка при нейтраль-
ных значениях  pH инициирует формирование 
агрегатов  порина, связывающих специфический 

Содержание элементов вторичной структуры  (%)* в образце YpOmpFt после обработки белка в различных 
условиях

№ Образец α-Спираль β-Структура β-Изгиб Неупорядоченная структура

1 YpOmpFt_контроль 22,1 21,0 22,5 34,4

2 YpOmpFt_42 °C_2 недели, 
pH 4,5 19,2 24,8 21,9 34,1

3 YpOmpFt_42 °C_4 недели, 
pH 4,5 19,3 24,2 21,7 34,8

4 YpOmpFt_42 °C_2 недели, 
95 °C_5 ч, pH 4,5 4,8 41,9 21,9 31,4

5 YpOmpFt_42 °C_2 недели, 
95 °C_5 ч, 10 суток, pH 4,5 3,4 44,8 20,6 31,2

6 YpOmpFt_95 °C_5 ч, 
pH 7,4 6,4 38,6 22,0 33,1

7 YpOmpFt_95 °C_5 ч, 10 суток, pH 7,4 4,1 42,0 21,5 32,4

8 RP 19,5 28,6 20,4 31,5

9 RP_del6 5,1 40,5 21,6 32,8

Примечание. * ± стандартное отклонение для всех элементов вторичной структуры белка не превышает 0,7%. 
Все спектральные измерения проводили после охлаждения растворов до 25 °C.
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краситель, а последующая инкубация YpOmpFt 
в растворе приводит к накоплению количества 
амилоидоподобных участков в структуре белка 
и образованию кластеров таких агрегатов. Полу-
ченные результаты позволяют предположить, 
что при нейтральных значениях  pH длительная 
инкубация белка в растворе способствует фор-
мированию амилоидоподобных структур порина 
в большей степени, нежели повышенная тем- 
пература.

Для подтверждения этого предположения ис-
пользовали два образца рекомбинантных поринов 
YpOmpF: полноструктурный рекомбинантный три-
мер белка  (RP) и мутантный тример с делецией 
петли  L6  (RР_del6). Образцы RP и RР_del6 в тече-
ние 6  месяцев хранились при температуре +5  °C 
в 30  мМ Tris-HCl (pH  7,5), содержащем 0,01% амфи-
фильного детергента цвиттергента  3-14  (Zw  3-14).

Как видно из данных, представленных на 
рис.  1,  в, способность интенсивно связывать спе-
цифический краситель проявил только рекомби-
нантный порин RР_del6 с неполной структурой. 
Изучение морфологии образовавшихся агрегатов 
этого белка с помощью флуоресцентной мик-
роскопии свидетельствовало о присутствии в 
исследуемых образцах характерных фибрилляр-
ных структур  (рис.  2,  в). Полученные результаты 
согласуются с литературными данными о том, что 
формированию амилоидоподобных агрегатов спо-
собствует любая дестабилизация структуры белка, 
происходящая за счет отсутствия элементов струк-
туры, например, карбоксильного конца молекулы  

белка  [59], или даже наличие единичных мута-
ций  [60]. Что касается полноструктурного реком-
бинантного порина, в отличие от RP_del6, при дли-
тельном хранении в его молекуле не наблюдалось 
структурных перестроек (таблица), и этот образец 
белка не проявил способности связываться с тио-
флавином  Т. Таким образом, можно утверждать, 
что порины не относятся к белкам, которые спо-
собны взаимодействовать со специфическим кра-
сителем в нативном, развернутом или частично 
свернутом состояниях, подобно ацетилхолинэсте-
разе и сывороточным альбуминам  [61].

Сочетанное действие кислого значения pH 
среды (4,5) и повышенной температуры (95  °C) при 
обработке порина по типу (3) и последующая инку-
бация белка в растворе в течение 10 суток привели 
к существенному изменению соотношения элемен-
тов регулярной вторичной структуры белка. Как 
следует из данных анализа спектров КД (таблица), 
в молекуле YpOmpFt, обработанного в этих усло-
виях, наблюдается перераспределение элементов 
регулярной вторичной структуры с увеличением 
содержания суммарной β-структуры: оно увеличи-
лось более чем в  2  раза, а количество α-спираль-
ных участков резко уменьшилось (в  6,5  раза).

В спектре комплекса ThT и образца YpOmpFt, 
полученного при обработке по типу (3) с последую-
щей выдержкой в течение 10  суток, наблюдалось 
смещение максимума флуоресценции в длинно-
волновую область при значительном увеличении 
интенсивности его флуоресценции по сравнению с 
контролем  (рис.  1,  г). С  помощью флуоресцентной 

Рис. 2. Флуоресцентная микроскопия окрашенных тиофлавином  Т агрегатов. а  –  YpOmpFt после инкубации 
в фосфатно-цитратном буферном растворе (pH  4,5) в течение 4-х недель при 42  °C. б – YpOmpFt после прогре-
ва при 95  °C в течение 5  ч в Tris-HCl-буфере (pH  7,4) с последующей выдержкой образца при 25  °C в течение 
10  суток. в  –  Рекомбинантный мутантный порин c делецией наружной петли  6 (RР_del6), образец хранился 
в фосфатно-солевом буферном растворе (pH  7,4) в присутствии 0,01%-ного Zw  3-14 при 4  °C в течение 6 меся-
цев. г  –  YpOmpFt после инкубации в фосфатно-цитратном буферном растворе (pH  4,5) в течение 2-х  недель 
при 42  °C и прогрева при 95  °C в течение 5  ч. д  – YpOmpFt после инкубации в условиях, указанных для па-
нели  (г) и последующей выдержки при 25  °C в течение 10  суток. Изображения получены с помощью мик-
роскопа AXIO Imager.  A1  (Zeiss); объектив  – ECPlan-NEOFLUAR  40  ×  0,75. Масштаб: 50  мкм
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микроскопии в полученном образце YpOmpFt 
были обнаружены разнообразные агрегаты, в том 
числе удлиненной формы, интенсивно связываю-
щие краситель, однако типичных фибриллярных 
структур не наблюдалось  (рис.  2,  д).

Результаты недавних исследований  [62,  63] 
позволили предположить, что токсичность ами-
лоидогенных белков по отношению к эукариоти-
ческим клеткам связана именно с префибрилляр-
ными олигомерными интермедиатами, которые 
возникают на ранних стадиях формирования фи-
брилл. Так, было показано, что префибриллярные 
агрегаты апомиоглобина W7FW14F проявляют ци-
тотоксическую активность по отношению к фиб-
робластам эмбрионов мыши (NIH/3T3) [64]. Мы ис-
следовали цитотоксическую активность агрегатов 
YpOmpFt, полученных в результате прогрева в те-
чение 2-х и 4-х  недель по отношению к культуре 
клеток нейробластомы мыши Neuro-2aCCL-131™.  
Основанием для выбора этой клеточной линии в 
качестве модели послужили имеющиеся в лите-
ратуре сведения о том, что порин OmpF E.  coli в 
эксперименте in vivo вызывает нейродегенерацию 
клеток коры головного мозга мышей, действуя как 
амилоид  [65]. Клетки нейробластомы инкубиро-
вали с различными концентрациями исследуе-
мого белка в течение 24  ч. Полученные данные 
свидетельствовали о том, что прогрев YpOmpFt в 
течение 2-х и 4-х недель при 42  °C и pH  4,5 приво
дит к увеличению его цитотоксической активно-
сти  (рис.  3). Как видно из данных, представлен-
ных на рис. 3, концентрация образцов белка, при 
которых наблюдалась гибель 50%  клеток  (ЭК50), 
для образцов YpOmpF_2 и YpOmpF_4 была суще-
ственно меньше по сравнению с таковой для ис-
ходного белка. Таким образом, вероятно, в доста-
точно мягких условиях из тримера порина OmpF 
псевдотуберкулезного микроба действительно 
формируются промежуточные олигомерные агре-
гаты, обладающие более высокой токсичностью по 
отношению к клеткам млекопитающих по сравне-
нию с исходным белком.

Известно, что протофибриллы и зрелые фи-
бриллы лизоцима человека вызывают лизис и 
агрегацию эритроцитов, более того, гемолити-
ческая активность агрегатов возрастает по мере 
их «старения»  [66]. В  случае амилоидоподобных 
агрегатов YpOmpFt мы не наблюдали ни увели-
чения гемолитической активности, ни способ-
ности встраиваться в искусственную бислойную 
мембрану (данные не приведены). Это относилось 
как к  олигомерам, образующимся в мягких усло-
виях на ранних стадиях инкубации, так и к полу-
ченным в значительно более жестких условиях 
агрегатам белка. В  связи с этим можно предпо-
ложить, что механизм цитотоксической активно-
сти амилоидоподобных агрегатов порина YpOmpF 

не связан с нарушением целостности мембраны 
эукариотической клетки.

В результате проведенных экспериментов мы 
сделали вывод о том, что все три фактора (пред-
варительная дестабилизация структуры белка в 
буфере с кислым значением pH, повышенная тем-
пература и длительность инкубации) необходимы 
для образования, вследствие перестройки струк-
туры порина, разнообразных по форме агрегатов, 
окрашиваемых  ThT.

Более подробно мы охарактеризовали свой-
ства нестабильного белкового интермедиата 
YpOmpFt, получаемого при обработке по типу  (3), 
который образует небольшие по размеру агрега-
ты  (рис.  2,  г). Он имел значительные изменения 
в пространственной структуре белка  (таблица), 
и дальнейшая выдержка именно этого образца 
порина приводила, согласно данным  КД, к струк-
турированию белковых молекул и формированию 
агрегатов, предположительно, протофибрилл, ин-
тенсивно связывающих ThТ  (рис.  1,  г; рис.  2,  д).

Оказалось, что после обработки YpOmpFt в 
этих условиях наблюдалось резкое увеличение 
электрофоретической подвижности белка. С помо-
щью электрофореза в градиентном ПААГ в присут-
ствии Ds-Na установлено, что значение кажущейся 
мол.  м. полученного интермедиата приближалось  
к  10  кДа (рис.  4,  а; дорожка  1). Поскольку тем-
пература 95  °C превышает температуру необ-
ратимой денатурации порина, она заведомо 
приводит к разрушению тримерной структуры 
белка и образованию денатурированного моно-
мера YpOmpFm. Но, как уже отмечалось выше,  

Рис. 3. Цитотоксичность YpOmpFt по отношению к 
культуре клеток млекопитающих (нейробластома 
мыши Neuro-2aCCL-131™ («АТСС», США)). Цитоток-
сическую активность выражали как эффективную 
концентрацию  (ЭК50), при которой метаболическая 
активность клеток ингибируется на 50%. Долю мерт-
вых клеток нормализовали в каждом случае относи-
тельно отрицательного контроля (фосфатно-солевой 
буфер). Данные представлены как среднее  ±  стан-
дартное отклонение из трех экспериментальных по-
второв; достоверность различий между опытными и 
контрольной группами оценивали с помощью t-кри-
терия Стъюдента  (*  р  ≤  0,05)
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YpOmpFm имеет кажущуюся мол.  м., равную 
40  кДа, поэтому, в  соответствии с данными элек-
трофореза в ПААГ в присутствии  Ds-Na, мы обо-
значили полученный интермедиат исследуемого 
порина как  YpOmpFm_10  кДа.

Аномальное увеличение электрофоретиче-
ской подвижности полипептида YpOmpFm_10  кДа 
связано, скорее всего, с изменениями в простран-
ственной структуре порина, сопровождаемыми 
увеличением содержания β-структуры в молекуле 
белка. Очевидно, вследствие этого к белку при-
соединяется большее, по сравнению с исходным 
образцом белка, количество Ds-Na, что приводит 
к значительному увеличению его электрофорети-
ческой подвижности в условиях электрофореза.

Высказанное предположение об изменении 
конформации порина и, как следствие, формы 
белковой молекулы были подтверждены с помо-
щью метода вискозиметрии. Как видно из данных, 
представленных на рис.  4,  в, переход порина из 
термолабильной формы белка YpOmpFt в денату-
рированный теплом мономер YpOmpFm сопрово-
ждается незначительным изменением величины 
характеристической вязкости: от 31 до 35  мл/г. Эти 
данные свидетельствуют о перестройках на уров-

не третичной структуре порина, что согласуется 
с данными Schnaitman  [67], который показал, что 
денатурация мембранных белков под действием 
Ds-Na и нагревания ведет к увеличению значе-
ний этой величины от 28–31  мл/г до  33,5–35  мл/г. 
В случае полипептида YpOmpFm_10  кДа обнаружи-
вается резкое (в  2,5  раза) уменьшение величины 
характеристической вязкости: в растворе Ds-Na 
она составляет  14  мл/г.

Отсутствие разрыва полипептидной цепи 
порина в результате обработки в жестких усло-
виях было подтверждено различными методами. 
По данным гель-хроматографии на сефадексе G-150 
в присутствии гуанидин гидрохлорида, объемы 
элюирования (и соответственно молекулярные 
массы) YpOmpFm и YpOmpFm_10  кДа в полностью 
развернутой конформации были одинаковы. Поте-
ря третичной и вторичной структуры белка была 
достигнута (согласно данным спектроскопии  КД) 
в результате нагревания в растворе 6  М  гуани-
дин гидрохлорида и выдержке в течение ночи. 
Результаты масс-спектрометрического анализа 
также свидетельствовали о том, что и в исход-
ном тримере порина, и в образце YpOmpFm_10  кДа 
присутствуют сигналы практически одинаковых 

Рис. 4. Физико-химическая характеристика различных молекулярных форм порина из Y.  pseudotuberculosis. 
а – Электрофореграмма различных молекулярных форм порина из Y. pseudotuberculosis: 1 – YpOmpFm_10 кДа, 
денатурированный тример порина, после обработки при pH  4,5 в течение 5  ч при 95  °C с последующей 
выдержкой при 25  °C в течение 10  суток; 2  –  YpOmpFm; 3  –  YpOmpFt; 4  –  белки-маркеры. б  –  Пептидные 
карты продуктов триптического гидролиза денатурированного теплом мономера, YpOmpFm и полипепти-
да YpOmpFm_10  кДа. в  –  Определение характеристической вязкости различных молекулярных форм пори-
на  OmpF из Y.  pseudotuberculosis. г  –  ВП-МАЛДИ-спектры YpOmpFt и полипептида  YpOmpFm_10  кДа
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по величине m/z  (36  085 и  36  005 соответственно) 
однозарядных ионов белка  (рис.  4,  г  и  д).

С помощью N-концевого анализа было уста-
новлено, что N-концевыми аминокислотами обоих 
полипептидов (YpOmpFm и YpOmpFm_10  кДа) яв-
ляются остатки аланина. Сравнение триптических 
гидролизатов указанных полипептидов также 
свидетельствовало об их идентичности (рис.  4,  б). 
Таким образом, разрыва пептидных связей в про-
цессе обработки в вышеприведенных условиях не 
происходит. Следует заметить, что разрыв поли-
пептидной цепи с образованием 4-х полипепти-
дов с аланином на N-конце маловероятен, так как 
в аминокислотной последовательности порина 
YpOmpF подобных участков не обнаружено  [68].

Полученные данные, свидетельствующие о 
значительных конформационных перестройках 
молекулы порина в образце YpOmpFm_10  кДа, были 
подтверждены с помощью оптической спектроско-
пии. Так, при рассмотрении спектров КД белков 
в ароматической области (рис.  5,  а) и спектров 
собственной флуоресценции белка (рис.  5,  б  и  в) 
были обнаружены изменения в пространственной 
структуре YpOmpFm_10  кДа по сравнению с исход-
ным порином. Как следует из данных, представ-
ленных на рис.  5,  а, молекула исходного образца 
порина имеет достаточно жесткую третичную 
структуру, однако в кислой среде (pH  4,5) после 
нагревания при 95  °C в течение 5  ч происходит 
потеря этой жесткости и переход в ненативную 
разрыхленную конформацию.

Этот интермедиат белка характеризуется так-
же значительными изменениями в микроокруже-
нии ароматических флуорофоров, остатков тиро-

зина и триптофана  – оптических маркеров белка 
(рис.  5,  б  и  в). Об этом свидетельствует сравни-
тельный анализ спектров собственной белковой 
флуоресценции исходного образца белка YpOmpFt 
и интермедиата YpOmpFm_10  кДа, в спектре ко-
торого наблюдается уменьшение интенсивности 
флуоресценции при обеих длинах волн возбужде-
ния и смещение максимумов спектров суммар-
ного излучения белка и триптофановой флуорес-
ценции. Коротковолновое положение максимума 
суммарной флуоресценции YpOmpFm_10  кДа ука-
зывает на увеличение вклада тирозина в эмиссию 
белка. Очевидно, при изменении конформации 
белка в этих условиях происходит либо уменьше-
ние эффективности передачи энергии флуоресцен-
ции тирозинового хромофора к триптофановому, 
либо хромофоры остатков триптофана попадают 
в более тушащее микроокружение. В  спектре 
триптофановой флуоресценции, судя по длинно-
волновому максимуму спектра, значительно уве-
личивается вклад триптофанового хромофора, 
находящегося на поверхности белка в контакте с 
молекулами связанной воды  [69,  70].

Результаты проведенной нами симуляции МД 
мономера порина в водном окружении при pH  7,4 
и 4,5 показали, что в кислой среде наблюдается из-
менение конформации порина, приводящее к из-
менению свойств его молекулярной поверхности. 
Это выражается в увеличении площади Ван-дер-
Ваальсовой поверхности с  15  770,0 до  17  810,2  Å2, 
площади гидрофильной поверхности  – с  4934,7 
до  7089,0  Å2, а также в незначительном умень-
шении величин дипольного и гидрофобного мо-
ментов. Кроме того, обнаружено существенное  

Рис.  5. Характеристика пространственной структуры различных молекулярных форм порина  OmpF 
Y.  pseudotuberculosis. а  –  Спектры КД в ароматической области. Спектры собственной белковой флуоресцен-
ции образцов порина  YpOmpFt и YpOmpFm_10  кДа при возбуждении 280  нм  (б) и  296  нм  (в)
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уменьшение значения Z-потенциала (Zпот) молеку-
лы порина с 27,67  мВ в нейтральной до 10,43  мВ – 
в кислой среде. Известно, что для молекул с Zпот 
больше 30  мВ характерно более стабильное состоя-
ние в растворе, напротив, молекулы с низким Zпот 
проявляют склонность к коагуляции и/или агре-
гации  [71]. Результаты молекулярного моделиро-
вания, свидетельствующие об увеличении гидро- 
фильной поверхности молекулы  YpOmpF, согла-
суются с данными оптической спектроскопии о 
существенном изменении доступности остатков 
тирозина и триптофана растворителю при изме-
нении pH  раствора. Кроме того, они подтвержда-
ют полученные ранее данные по взаимодействию 
интермедиата YpOmpFt при pH  4,5 с гидрофоб-
ными положительно заряженными акцепторами 
флуоресценции (диметиламинохалконом  (ДМХ) и 
1-N-фенилнафтиламином  (ФНА)), а также с флуо-
ресцентным зондом пиреном, которые свидетель-
ствуют об увеличении доступности гидрофильных 
сайтов белка, по сравнению с исходной конфор-
мацией порина, которую он имеет в слабощелоч-
ной среде [30]. Что же касается изменения формы 
молекулы порина в кислой среде, в ходе  МД мы 
наблюдали незначительное увеличение таких 
характеристик белка, как гидродинамический ра-
диус  (A) и Ван-дер-Ваальсов объем молекулы  (Å3), 
однако эти изменения не превышали 5% по срав-
нению с молекулой исходного порина. Очевидно, 

продолжительности  МД (350  нс) недостаточно, 
чтобы наблюдать полномасштабные изменения 
в конформации белка.

Пользуясь рядом предсказательных программ, 
ссылки на которые приведены в разделе «Мате-
риалы и методы», мы провели анализ предраспо-
ложенности различных участков порина YpOmpF 
к внутренней разупорядоченности (рис. 6, а). Чем 
ниже средний балл внутренней разупорядочен-
ности, тем меньше склонность данного амино-
кислотного остатка быть включенным в область 
последовательности с внутренней разупорядочен-
ностью. Из данных, приведенных на рис. 6, а, сле-
дует, что молекула порина состоит в основном 
из стабильных, хорошо структурированных, не 
склонных к разупорядоченности участков. Соглас-
но теоретической модели YpOmpF, остатки тирози-
на и триптофана локализованы преимущественно 
в этих участках молекулы порина  (рис.  6,  б).

Как видно из данных, представленных на 
рис.  6, почти все тирозины и триптофаны распо-
ложены в пределах областей, которые, по предска-
заниям, в основном упорядочены. На основании 
полученных результатов можно утверждать, что 
конформационная пластичность неспецифиче-
ских поринов осуществляется не только за счет 
повышенной гибкости вариабельных участков 
внешних петель (где преимущественно находят-
ся участки с внутренне неупорядоченной струк-

Рис. 6. Модель пространственной структуры и анализ предрасположенности порина OmpF Y.  pseudotuberculosis 
(IB  серовара O-серотипа, штамм IP  31758; UniProtIDA0A0U1QUP9) к внутренней разупорядоченности. а  –  Ре-
зультаты анализа аминокислотной последовательности порина YpOmpF, полученные с помощью биоин-
форматических инструментов. Высокие значения вероятности внутренней разупорядоченности  (>0,5) на 
графике соответствуют участкам аминокислотной последовательности с внутренне неупорядоченной струк-
турой, тогда как значения вероятности внутренней разупорядоченности от 0,15 до  0,5 присущи участкам 
аминокислотной последовательности с повышенной структурной гибкостью. Кривые различных цветов со-
ответствуют расчетам, сделанным различными предсказательными программами: PONDR®  VLS2  [45,  46], 
PONDR®  VL3  [47], PONDR®  VLXT  [48], PONDR®  FIT  [49], IUPred-Long и IUPred-Short  [50]. Веб-приложение Rapid 
Insorder Analysis Online (RIDAO) использовали для суммирования результатов, полученных с помощью каж-
дой предсказательной программы  [51]. б  –  Теоретическая модель порина YpOmpF представлена в виде 
ленточной диаграммы и окрашена в соответствии с предрасположенностью данных участков структуры 
к внутренней неупорядоченности: коричневым цветом отмечены упорядоченные участки, структурно-плас-
тичные  – голубым. Остатки Trp приведены в шаро-стержневом представлении, а остатки Tyr  – в  стерж-
невом представлении. Последовательности поринов OmpF из штаммов Y.  pseudotuberculosis 1b  IP  31758,  
UniProtIDA0A0U1QUP9 и  1b  598 идентичны
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турой), но и затрагивает область достаточно 
жесткого остова молекулы, вернее, его участки 
(отдельные β-тяжи), которые принято считать 
конформационно стабильными.

Совокупность полученных данных свидетель-
ствует о том, что инкубация раствора порина 
OmpF из  НМ Y.  pseudotuberculosis в кислой среде 
при 95  °C приводит к значительным изменениям 
его конформации на уровне третичной и вто-
ричной структуры белка. Последующая выдерж-
ка раствора этого нестабильного интермедиата 
порина в течение длительного времени способ-
ствует формированию агрегатов, интенсивно 
связывающих  ThT. Однако типичных фибрилл в 
ходе наших исследований обнаружено не было. 
Отмеченное нами спонтанное образование ами-
лоидоподобных агрегатов при длительном хра-
нении образцов порина в растворах детергентов 
при нейтральном  pH требует дополнительного 
исследования. Результаты проведенного in  vitro и 
in  silico исследования являются эксперименталь-
ным доказательством того, что неспецифические 
порины бактерий, являющиеся типичными мем-
бранными белками с конформацией β-бочонка, в 
жестких денатурирующих условиях формируют 
конформационные интермедиаты  [72], обладаю-
щие свойствами амилоидоподобных структур. При 
этом существенные изменения в пространствен-

ной структуре поринов затрагивают не только 
участки с внутренне неупорядоченной структу-
рой, но и структуру основного каркаса молекулы –  
жесткого  β-бочонка.
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The work presents the results of an in  vitro and in  silico study of the formation of amyloid-like struc-
tures under harsh denaturing conditions by the nonspecific OmpF porin of Yersinia pseudotuberculosis 
(YpOmpF), a membrane protein with a β-barrel conformation. It has been shown that in order to obtain 
amyloid-like porin aggregates, preliminary destabilization of its structure in a buffer solution with an 
acidic pH value at elevated temperature, followed by long-term incubation at room temperature is 
necessary. After heating at 95  °C in a solution with pH 4.5, significant conformational rearrangements 
are observed in the porin molecule at the level of the tertiary and secondary structure of the protein, 
which are accompanied by an increase in the content of the total β-structure and a sharp decrease in 
the value of the characteristic viscosity of the protein solution. Subsequent long-term exposure of the 
resulting unstable intermediate YpOmpF at room temperature leads to the formation of porin aggre-
gates of various shapes and sizes that bind thioflavin  T, a specific fluorescent dye for the detection of 
amyloid-like protein structures. Compared to the initial protein, early intermediates of the amyloidogen-
ic porin pathway, oligomers, have been shown to have increased toxicity to Neuro-2aCCL-131™ mouse 
neuroblastoma cells. The results of computer modeling and analysis of changes in intrinsic fluorescence 
during protein aggregation suggest that during the formation of amyloid-like aggregates, changes in 
the structure of YpOmpF affect not only areas with an internally disordered structure corresponding 
to the external loops of the porin, but also the main framework of the molecule, which has a rigid 
spatial structure inherent to β-barrel.

Keywords: OmpF porin, Yersinia pseudotuberculosis, membrane protein, amyloidogenesis, spatial struc-
ture, cytotoxic activity, computer modeling
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Несмотря на значительный прогресс, достигнутый за последние два десятилетия в лечении 
хронического миелоидного лейкоза  (ХМЛ), в настоящее время по-прежнему имеется неудовле-
творенная потребность в эффективных и безопасных лекарственных средствах для терапии 
пациентов с резистентностью и непереносимостью к используемым в клинике препаратам. 
В данной работе проведен дизайн 2-ариламинопиримидиновых амидов изоксазол-3-карбоновой 
кислоты, выполнена in  silico оценка ингибиторного потенциала этих соединений против тиро-
зинкиназы Bcr-Abl и определена их противоопухолевая активность на моделях клеток линий 
K562  (ХМЛ), HL-60  (острый промиелоцитарный лейкоз) и HeLa  (карцинома шейки матки). В  ре-
зультате совместного анализа расчетных и экспериментальных данных выявлены три соеди-
нения, активные по отношению к клеткам линий K562 и HL-60. Обнаружено соединение-лидер, 
демонстрирующее эффективное ингибирование роста этих клеток, что подтверждается низкими 
значениями IC50, равными 2,8  ±  0,8  мкМ (K562) и 3,5  ±  0,2  мкМ (HL-60). Полученные результаты сви-
детельствуют о том, что найденные соединения формируют перспективные базовые структуры 
для создания новых противоопухолевых препаратов, способных ингибировать каталитическую 
активность тирозинкиназы Bcr-Abl путем блокирования ATP-связывающего центра фермента.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тирозинкиназа Bcr-Abl, ингибиторы тирозинкиназы Bcr-Abl, компьютерный 
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ВВЕДЕНИЕ

Гибридный ген BCR-ABL1, образующийся в ре-
зультате реципрокной транслокации между хро-
мосомами  9 и 22  (филадельфийская хромосома), 
кодирует тирозинкиназу Bcr-Abl с аномально вы-
сокой активностью, которая регулирует сигналы, 
ответственные за клеточный рост, активацию, 
дифференцировку, адгезию и апоптоз  [1,  2]. Tиро-
зинкиназа Bcr-Abl играет ключевую роль в пато-

генезе хронического миелоидного лейкоза  (ХМЛ), 
характеризующегося быстрым неконтролируемым 
ростом миелоидных клеток в периферической 
крови и костном мозге, и в 20−50%  случаев яв-
ляется причиной острого B-лимфобластного лей-
коза взрослых  [3–5]. Первый препарат для лече-
ния пациентов с  ХМЛ, иматиниб, одобренный в 
2001  году Управлением по санитарному надзору 
за качеством пищевых продуктов и медикамен-
тов США (FDA; https://www.fda.gov/; по состоянию 
на 28.02.2024), селективно взаимодействует с 
ATP-связывающей полостью тирозинкиназы Bcr-
Abl  [6–8]. Связывание иматиниба с каталитиче-
ским центром белка приводит к ингибированию 
его активности in  vitro и in  vivo, подавлению 

mailto:alexande.andriano@yandex.ru
https://www.fda.gov/
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пролиферации и апоптозу в клетках, экспресси-
рующих тирозинкиназу Bcr-Abl при Ph-позитив-
ном ХМЛ  [9–11]. В  результате терапии иматини-
бом у больных с ХМЛ через 2  года после начала 
лечения наблюдается полный цитогенный ответ с 
состоянием стойкой ремиссии в течение длитель-
ного времени  [9–11]. Иматиниб является также 
эффективным лекарственным средством для ле-
чения острого лимфоцитарного лейкоза с фила-
дельфийской хромосомой, некоторых типов стро-
мальных опухолей желудочно-кишечного тракта, 
гиперэозинофильного синдрома, хронического 
эозинофильного лейкоза, системного мастоцито-
за и миелодиспластического синдрома  [5]. Однако, 
несмотря на значительный прогресс, достигнутый 
при лечении ХМЛ иматинибом, у части пациентов 
развивается резистентность к этому препарату, 
что приводит к повышению уровня тирозинки-
назы Bcr-Abl  [12–15]. Одной из основных причин 
этого является мутация T315I в гене  ABL, которая 
нарушает важные взаимодействия иматиниба с 
целевым белком  [12–15].

За последние два десятилетия с момента 
открытия иматиниба были разработаны и одоб-
рены FDA для лечения ХМЛ ингибиторы тиро-
зинкиназы Bcr-Abl второго и третьего поколения, 
среди которых в первую очередь следует отметить 
нилотиниб, дазатиниб, бозутиниб и понатиниб, 
взаимодействующие с ATP-связывающим центром 
фермента, а также аллостерический ингибитор с 
альтернативным механизмом действия − асцими-
ниб  [16–20]. Все эти противоопухолевые агенты 
проявляют повышенную ингибиторную актив-
ность, по сравнению с иматинибом, и эффективны 
во многих случаях, когда возникает резистентность 
к этому препарату  [16–20]. Их  применение позво-
лило значительно увеличить продолжительность 
жизни пациентов с  ХМЛ, а также с некоторыми 
стромальными опухолями желудочно-кишечного 
тракта [16–20]. Однако, наряду с терапевтическим 
эффектом, лечение этими препаратами может со-
провождаться рядом гематологических и негема-
тологических побочных эффектов, связанных с их 
относительно высокой токсичностью  [12,  19,  20]. 
Кроме того, мутации, возникающие в ATP-связы-
вающей полости тирозинкиназы Bcr-Abl, могут 
вызывать резистентность к используемым препа-
ратам, оставляя пациентам ограниченные возмож-
ности лечения  [13,  14,  16,  19,  20]. На  сегодняшний 
день мутация T315I является главной причиной 
развития первичной и вторичной резистентности 
к терапии ингибиторами тирозинкиназы Bcr-Abl 
у пациентов с хронической фазой ХМЛ  [14,  18]. 
В  связи с этим в настоящее время проводятся 
многочисленные исследования по разработке про-
тивоопухолевых агентов, эффективных для лече-
ния больных ХМЛ с мутацией T315I в гене  ABL. 

Подробная информация об этих исследованиях 
представлена в недавних обзорных статьях  [12, 
14,  18], свидетельствующих о том, что работы по 
созданию новых эффективных препаратов против 
ХМЛ, которые могут преодолевать приобретаемую 
в ходе лечения резистентность, по-прежнему явля-
ются чрезвычайно актуальными.

Современный дизайн лекарственных препа-
ратов все больше ориентируется на разработку 
многоцелевых ингибиторов, содержащих два 
и более фармакофора из разных органических 
веществ, что усиливает активность соединений-
предшественников и даже приводит к новым 
видам биологической активности за счет появле-
ния дополнительных взаимодействий с целевым 
белком  [21]. В  соответствии с этой терапевтиче-
ской стратегией в настоящей работе осуществлен 
дизайн производных 2-ариламинопиримидина  – 
основного фармакофора иматиниба  [11,  20], содер-
жащих фрагмент 5-арилзамещенного изоксазола –  
азольного соединения, присутствующего в струк-
турах многих противоопухолевых агентов с раз-
личными механизмами действия  [22]. Методами 
молекулярного докинга и молекулярной дина-
мики  (МД) проведена оценка потенциала инги-
биторной активности этих соединений по отно-
шению к тирозинкиназе Bcr-Abl и ее мутантной 
форме  T315I и выполнено их тестирование на 
противоопухолевую активность с использованием 
моделей опухолевых клеток in  vitro. В  результате 
проведенных исследований идентифицированы 
три соединения, перспективные для разработки 
новых кандидатов в лекарственные средства для 
терапии пациентов  с  ХМЛ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Теоретическая часть. Дизайн потенциаль-
ных ингибиторов тирозинкиназы Bcr-Abl. Спо-
собность соединений 2-ариламинопиримидиново-
го ряда блокировать процесс канцерогенеза путем 
ингибирования протеинкиназ обусловила исполь-
зование пиримидинового гетероцикла в качестве 
ключевого фармакофора многих соединений, на 
основе которых разработаны эффективные про-
тивораковые лекарства  [11,  15,  20,  23,  24]. Дизайн 
гибридных молекул осуществляли путем объеди-
нения 2-ариламинопиримидинового фармакофора 
с фрагментом 5-арилзамещенного изоксазола, ис-
пользуя различные комбинации метильных заме-
стителей в кислотном и аминном остатках амида. 
В структурах целевых амидов присутствовали два 
фармакофорных фрагмента  – 2-аминопиримидин 
в аминном остатке и изоксазол в кислотном остат-
ке, связанные между собой через фениламидный 
линкер. При этом кислотные и аминные остатки 
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в амиде соединяли амидным линкером, способ-
ным образовывать водородные связи в активном 
центре тирозинкиназы Bcr-Abl. В результате были 
сконструированы пять химерных молекул, разли-
чающихся положением метильных заместителей 
в кислотном остатке и аминосодержащем остатке. 
Согласно данным работы Schönherr и  Cernak  [25], 
варьирование положений метильных заместите-
лей в структурах биоактивных молекул может 
оказывать существенное влияние на их ингиби-
торную активность и в отдельных случаях приво-
дит к ее увеличению более чем на 2 порядка. Эти 
данные обусловили использование в настоящем 
исследовании стратегии «магического метильного 
эффекта» [25] для дизайна потенциальных ингиби-
торов тирозинкиназы Bcr-Abl на основе химерных 
молекул, объединяющих ключевые фармакофоры 
разных противоопухолевых агентов, нацеленных 
на разные терапевтические мишени.

Для генерации двумерных структур молекул 
использовали программный пакет ChemDraw 18.0 
(https://perkinelmerinformatics.com/products/research/ 
chemdraw; по состоянию на 28.02.2024), а затем с 
помощью программы Open Babel 2.4.1 [26] рассчи-
тывали их трехмерные структуры с последующей 
оптимизацией геометрии и минимизацией энер-
гии в силовом поле UFF  [27]. Физико-химические 
параметры соединений рассчитывали с помощью 
веб-сервера SwissADME [28]. Для оценки липофиль-
ности молекул использовали среднее арифмети-
ческое значений LogP, вычисленных для каждого 
лиганда с привлечением методов XLOGP3, WLOGP, 
MLOGP, SILICOS-IT и  iLOGP  [28].

Оценку потенциальной ингибиторной актив-
ности сконструированных соединений против 
тирозинкиназы Bcr-Abl и Bcr-AblT315I проводили с 
помощью методов молекулярного докинга и моле-
кулярной динамики.

Молекулярный докинг. Подготовку соедине-
ний для молекулярного докинга осуществляли 
с помощью программного пакета MGLTools  [29]. 
Молекулярный докинг проводили с использова-
нием программы AutoDock Vina  1.1.2  [30] в при-
ближении жесткого рецептора и гибких лигандов. 
Трехмерные структуры тирозинкиназы Bcr-Abl и 
Bcr-AblT315I заимствовали из Банка данных белков 
(https://www.rcsb.org; PDB  ID: 3KFA и  3OY3 соот-
ветственно; по состоянию на 28.02.2024). Ячейку 
для докинга конструировали с использованием 
программных средств AutoDockTools  1.5.6 (https://
ccsb.scripps.edu/mgltools/1-5-6/; по состоянию на 
28.02.2024). Для этого с помощью программного 
пакета UCSF Chimera 1.15 [31] структуру нативной 
тирозинкиназы накладывали на структуру ее му-
тантной формы T315I, совмещали их по атомам Cα 
и подбирали размеры ячейки таким образом, что-
бы она полностью включала ATP-связывающую по-

лость фермента. В результате построенная ячейка 
имела следующие параметры: ΔX  =  31  Å, ΔY  =  23  Å, 
ΔZ  =  23  Å с центром при X  =  18  Å, Y  =  8  Å, Z  =  6  Å в 
системе координат тирозинкиназы Bcr-Abl с мута-
цией  T315I. Параметр, характеризующий полноту 
поиска (охват конформационного пространства), 
был задан равным  100  [30].

Значения свободной энергии связывания 
лигандов с тирозинкиназой Bcr-Abl и Bcr-AblT315I 
рассчитывали с помощью классической оце-
ночной функции AutoDock Vina  1.1.2  [30] и двух 
функций машинного обучения  − RF-Score-4  [32] 
и NNScore  2.0  [33]. Межмолекулярные взаимодей-
ствия в статических моделях комплексов лиган-
дов с ферментом идентифицировали с помощью 
программы BINANA 1.3 [34]. Структуры комплексов 
лиганд/Bcr-Abl визуализировали средствами про-
граммного пакета UCSF Chimera  1.15  [31].

Молекулярную динамику комплексов скон-
струированных соединений с тирозинкиназой Bcr-
Abl и Bcr-AblT315I выполняли в программном пакете 
Amber18 с использованием силовых полей Amber 
ff14SB  (киназа Bcr-Abl) и GAFF  (лиганды)  [35]. Для 
задания парциальных зарядов атомов (модель 
AM1-BCC) использовали модуль Antechamber про-
граммного пакета AmberTools18  [35]. Атомы водо-
рода добавляли с помощью программы tleap па-
кета AmberTools18 [35]. Комплексы лиганд/Bcr-Abl 
помещали в кубическую ячейку, заполняли рас-
творителем (модель воды  TIP3P  [35]) и добавляли 
ионы Na+ и Cl− до значения ионной силы, рав-
ного  0,15  М. Систему минимизировали методами 
наискорейшего спуска (500 шагов) и сопряженных 
градиентов (500 шагов), нагревали от 0 К до 300  К 
в течение 50 пс в рамках статистического ансамб-
ля  NVT и термостата Ланжевена, а затем уравно-
вешивали в течение 50  пс и давлении 1,0  атм 
(ансамбль NPT, баростат Берендсена). На заключи-
тельном шаге систему уравновешивали в течение 
0,5  нс при постоянном объеме и проводили моле-
кулярную динамику длительностью 200  нс в изо-
барно-изотермических условиях при температуре 
300  К и давлении  1  атм.

Анализ молекулярно-динамических тра-
екторий комплексов лиганд/Bcr-Abl. Средние 
значения энергии связывания для динамических 
моделей комплексов лиганд/Bcr-Abl рассчитывали 
с помощью метода MM/GBSA  [36–38] в программ-
ном пакете AMBER18  [35]. При расчете свободной 
энергии первые 50  нс МД-моделирования отво-
дили на релаксацию системы и не учитывали 
при анализе МД-траекторий. Энергию связыва-
ния вычисляли для 150  комплексов МД-траекто-
рии, разделенных интервалом 1  нс. Для расчета 
полярной составляющей энергии сольватации 
использовали континуальную модель раствори-
теля Пуассона–Больцмана с ионной силой  0,15  М. 

https://perkinelmerinformatics.com/products/research/
https://www.rcsb.org
https://ccsb.scripps.edu/mgltools/1-5-6/
https://ccsb.scripps.edu/mgltools/1-5-6/
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Неполярные компоненты свободной энергии гид-
ратации вычисляли на основе расчетов площади 
поверхности, доступной растворителю [35]. Энтро-
пийную компоненту свободной энергии Гиббса 
рассчитывали с использованием программного 
модуля Nmode [35]. Анализ МД-траекторий выпол-
няли с помощью программного модуля CPPTRAJ 
пакета AmberTools18  [35]. Для положительного 
контроля в расчетах МД использовали комплексы 
тирозинкиназы Bcr-Abl и Bcr-AblT315I с иматинибом 
и понатинибом, построенные методом молекуляр-
ного докинга. Кроме того, для анализа конформа-
ционной стабильности комплексов лиганд/Bcr-Abl 
проводили МД-расчеты нативной тирозинкиназы 
и ее мутантной формы  T315I в свободном состоя-
нии. При этом в качестве стартовых моделей ис-
пользовали кристаллические структуры фермента 
(PDB  ID: 3KFA  и  3OY3).

Экспериментальная часть. Тестирование на 
противоопухолевую активность. Соединения, 
синтезированные по методике, описанной нами 
ранее  [39], тестировали на противоопухолевую 
активность с использованием моделей клеточ-
ных линий  K562  (хронический миелоидный лей-
коз), HL-60  (острый промиелоцитарный лейкоз) 
и  HeLa  (карцинома шейки матки). Для анализа 
использовали тест на жизнеспособность, осно-
ванный на свойстве митохондрий живых клеток 
в процессе аэробного дыхания восстанавливать 
резазурин до резоруфина, флуоресцирующего в 
щелочной среде желто-красным цветом  [40].

Клеточные линии K562, HL-60 и HeLa были по-
лучены из Российской коллекции клеточных куль-
тур (Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург; 
центр коллективного пользования «Коллекция 
культур клеток позвоночных»; https://incras-ckp.ru). 
Клетки линий K562 и HL-60 выращивали в пита-
тельной среде RPMI 1640 («Sigmа-Aldrich», США), а 
HeLa  – в питательной среде DMEM. В  обоих слу-
чаях в среду добавляли 10%  фетальной бычьей 
сыворотки и смесь антибиотиков пенициллина 
(100  ед./мл), стрептомицина (100  мкг/мл) и анти-
микотика амфотерицина (25  мкг/мл) при 37  °С во 
влажной атмосфере, содержащей 5%  СО2. Клетки 
помещали в 96-луночный планшет («Sarstedt», 
Германия) в концентрации 104 клеток на лунку в 
100  мкл среды и добавляли тестируемые вещества 
в концентрациях 0,1, 1,0, 10,0, 25,0 и 50,0  мкM. Для 
этого исходные растворы (20  мМ) соединений в 
ДМСО последовательно разводили инкубационной 
средой до конечных концентраций и добавляли к 
контролю 0,5%  ДМСО. После 72  ч культивирования 
клеток с исследуемыми соединениями в стандарт-
ных условиях в каждую лунку 96-луночного план-
шета добавляли 20  мкл резазурина в концентра-
ции 250  мкМ. Через 3  ч экспозиции при 37  °С в 
атмосфере 5%  CO2 клетки восстанавливали синий 

резазурин до розового резоруфина. Количество 
восстановленного продукта измеряли по флуорес-
ценции при длине волны возбуждения 530–570 нм 
и длине волны испускания 590 нм на планшетном 
анализаторе Tecan Infinite M200 («Tecan», Австрия). 
Жизнеспособность клеток в присутствии исследуе-
мого соединения рассчитывали по формуле:

Жизнеспособность, % =
= ФЛ  опытных  лунок / ФЛ контр. лунок × 100%,	 (1)

где ФЛ − флуоресценция.
Концентрацию препарата, которая вызывает 

50%-ное ингибирование жизнеспособности кле-
ток  (IC50), рассчитывали графически по дозозави-
симой кривой в программе MS Excel. Все экспери-
менты проводили в трех независимых повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ данных молекулярного докинга пока-
зал, что комплексы сконструированных соедине-
ний (рис. 1) с тирозинкиназой Bcr-Abl и Bcr-AblT315I 
проявляют низкие значения свободной энергии 
связывания (табл. 1). Из данных табл. 1 следует, что 
эти значения сопоставимы с величинами, рассчи-
танными с использованием идентичного вычис-
лительного протокола для контрольных ингиби-
торов, и близки к экспериментальному значению 
−11,0  ±  0,3  ккал/моль, полученному для комплекса 
иматиниба с нативной тирозинкиназой Bcr-Abl в 
работе Agafonov  et  al.  [41]. Важно отметить, что 
различия между экспериментальным значением 
энергии связывания и величинами, предсказан-
ными для этого комплекса с помощью трех разных 
оценочных функций, составляют 0,1  ккал/моль 
(AutoDock Vina  1.1.2, RFScore  4) и 1,1  ккал/моль 
(NNScore  2.0)  (табл.  1). Эти результаты, указываю-
щие на высокий потенциал ингибиторной актив-
ности сконструированных молекул против тиро-
зинкиназы Bcr-Abl и ее мутантной формы  T315I, 
в целом согласуются с выводами, сделанными на 
основе анализа динамических моделей комплек-
сов лиганд/Bcr-Abl. Данные МД показали  (табл. 2), 
что с учетом величин стандартных отклонений, 
средние значения свободной энергии связывания 
анализируемых соединений с ферментом сопоста-
вимы с величинами, предсказанными для имати-
ниба, но уступают при этом понатинибу – ингиби-
тору тирозинкиназы Bcr-Abl третьего поколения, 
широко используемому в клинике для терапии 
ХМЛ  [18,  19]. Исключение составляет соедине-
ние IV, которое показало гораздо более низкое срод-
ство к обеим терапевтическим мишеням по срав-
нению с контрольными ингибиторами  (табл.  2). 
Анализ средних значений свободной энергии 

https://incras-ckp.ru
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Рис. 1. Химические структуры сконструированных соединений

Таблица 1. Значения свободной энергии связывания ΔG, рассчитанные для статических моделей комплексов 
лиганд/Bcr-Abl и лиганд/Bcr-AblT315I с помощью оценочных функций AutoDock Vina 1.1.2, RFScore 4 и NNScore 2.0

Лиганд
ΔGVina, ккал/моль ΔGRFScore4, ккал/моль ΔGNNScore2.0, ккал/моль

Bcr-Abl Bcr-AblT315I Bcr-Abl Bcr-AblT315I Bcr-Abl Bcr-AblT315I

I –12,5 –10,9 –11,4 –11,3 –11,0 –11,3

II –11,8 –10,8 –11,4 –11,1 –12,6 –9,8

III –12,2 –11,0 –11,4 –11,3 –0,6 –11,2

IV –11,4 –10,6 –11,1 –11,2 –11,4 –10,9

V –11,8 –10,7 –11,3 –11,5 –11,1 –10,4

Иматиниб –10,9 –9,3 –11,1 –11,1 –12,1 –9,5

Понатиниб –12,0 –12,2 –11,4 –11,3 –12,2 –12,3

связывания и стандартных отклонений  (табл.  2) 
дает основание предположить, что комплексы 
сконструированных соединений с тирозинкина-
зой Bcr-Abl и ее мутантной формой  T315I отно-
сительно стабильны в течение МД-расчетов. Это 
предположение подтверждают данные о времен-
ных зависимостях среднеквадратичных отклоне-
ний (RMSD, Root-Mean-Square Deviations) координат 
атомов динамических структур комплексов от их 
стартовых моделей, построенных методом молеку-
лярного докинга  (рис.  2). Согласно приведенным 
на рис. 2 графикам зависимости RMSD от времени, 
средним значениям этих величин и стандартным 

отклонениям, анализируемые комплексы не под-
вергаются значительным структурным преобра-
зованиям на МД-траекториях. Так, для нативной 
тирозинкиназы Bcr-Abl средние значения RMSD и 
стандартные отклонения, равные 3,8  ±  0,5  Å (со-
единение  I), 2,8  ±  0,6  Å (соединение  II), 3,2  ±  0,6  Å 
(соединение  III), 3,0  ±  0,5  Å (соединение  IV) и 
3,2  ±  0,8  Å (соединение  V), сопоставимы с вели-
чинами 3,0  ±  0,6  Å и 2,4  ±  0,4  Å, полученными для 
иматиниба и понатиниба соответственно (рис. 2).

В случае мутантной формы фермента средние 
значения RMSD и стандартные отклонения для 
соединений I−V равны 2,5  ±  0,4  Å (соединение  I),  
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Таблица 2. Средние значения свободной энергии связывания <ΔG> и соответствующие им стандартные 
отклонения ΔGSTD, рассчитанные для динамических моделей комплексов лиганд/Bcr-Abl и лиганд/Bcr-AblT315I

Лиганд <ΔH>,  
ккал/моль

ΔHSTD,  
ккал/моль

<TΔS>,  
ккал/моль

(TΔS)STD,  
ккал/моль

<ΔG>,  
ккал/моль

ΔGSTD,  
ккал/моль

Тирозинкиназа Bcr-Abl

I –46,4 3,2 –23,2 6,5 –23,3 7,3

II –47,3 3,3 –25,9 7,6 –21,4 8,1

III –43,8 4,4 –25,0 6,6 –18,9 8,1

IV –34,1 2,9 –24,8 5,3 –9,3 6,0

V –47,3 4,4 –24,5 6,9 –22,7 8,4

Иматиниб –50,0 4,8 –26,6 6,9 –23,4 8,2

Понатиниб –55,1 3,2 –26,1 6,8 –29,0 7,1

Тирозинкиназа Bcr-AblT315I

I –41,5 3,5 –27,2 5,5 –14,3 6,5

II –47,2 4,9 –25,2 6,0 –22,0 8,0

III –29,5 3,2 –21,4 6,3 –8,1 7,2

IV –26,0 2,7 –23,4 5,2 –2,6 5,9

V –33,8 3,4 –27,1 7,6 –6,7 8,6

Иматиниб –39,4 3,5 –25,9 5,7 –13,6 6,9

Понатиниб –53,3 3,7 –26,7 6,5 –26,7 7,0

2,8  ±  0,5  Å (соединение  II), 2,7  ±  0,5  Å (соедине-
ние  III), 3,1  ±  0,7  Å (соединение  IV) и 3,0  ±  0,8  Å 
(соединение  V) и близки к величинам, рассчи-
танным для иматиниба (2,8  ±  0,6  Å) и понатиниба 
(2,9  ±  0,9  Å). В  то же время для тирозинкиназы 
Bcr-Abl и Bcr-AblT315I в свободном состоянии эти 
значения, составляющие соответственно 3,4  ± 
±  0,6  Å и 2,6  ±  0,6  Å, сопоставимы с величинами, 
рассчитанными для анализируемых соединений 
в комплексах с ферментом  (рис.  2). Эти данные, 
свидетельствующие об относительной конформа-
ционной стабильности комплексов лиганд/Bcr-Abl, 
подтверждают результаты анализа тепловых карт 
RMSD  (рис.  3), которые позволяют оценивать по 
всей МД-траектории сходства и различия между 
динамическими структурами в терминах  RMSD. 
Для комплексов сконструированных и контроль-
ных соединений с тирозинкиназой Bcr-Abl и 
ее мутантной формой  T315I средние значения 
RMSD, вычисленные путем сравнения каждой 
последующей динамической структуры с преды-
дущей, варьируют в интервале от 0,78  ±  0,07  Å  
до 0,82  ±  0,07  Å.

Дополнительным свидетельством относитель-
ной устойчивости комплексов на МД-траекториях 
являются данные о временных зависимостях зна-
чений свободной энергии связывания, которые, 
несмотря на значительные флуктуации в отдель-
ные промежутки времени, не проявляют тенден-
ции к увеличению в исследованном временном 
интервале (рис. 4). Тем не менее необходимо отме-
тить, что в ряде случаев наблюдается кратковре-
менное существенное снижение сродства лиган-
дов к активному центру тирозинкиназы Bcr-Abl, 
однако это не приводит к распаду комплексов, что 
подтверждают величины энергии связывания на 
заключительных кадрах МД-траекторий (рис. 4), а 
также их визуальный анализ.

В табл.  3 приведены физико-химические па-
раметры сконструированных соединений, тра-
диционно используемые при отборе молекул, 
потенциально эффективных при пероральном 
применении. Из  анализа данных табл.  3 следует, 
что эти параметры полностью удовлетворяют тре-
бованиям, предъявляемым к лекарству-кандидату 
«правилом пяти» Lipinski  [42,  43], которые обеспе-
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Рис. 2. Временные зависимости значений RMSD  (Å), рассчитанных между динамическими и стартовыми 
структурами комплексов соединений I−V с тирозинкиназой Bcr-Abl (голубая линия) и Bcr-AblT315I (синяя ли-
ния). В  правом верхнем углу указаны средние значения RMSD и стандартные отклонения для нативного 
фермента, а в правом нижнем  – для его мутантной формы. Приведены также соответствующие данные 
для  контрольных соединений и фермента в свободном состоянии

чивают такие важные характеристики, как вса-
сывание, распределение, метаболизм и экскреция.

Кроме того, по данным компьютерного про-
гнозирования, проведенного с помощью веб-сер-
вера открытого доступа ProTox-II (https://tox-new.
charite.de/protox_II/), рассматриваемые соединения 
обладают низкой цитотоксичностью и относятся 
к четвертому классу острой пероральной токсич-
ности, характеризующемуся значениями полу-
летальной дозы 300  мг/кг  <  LD50  ≤  2000  мг/кг  [44].

Таким образом, in  silico оценка сконструи-
рованных соединений показала, что, наряду с 
потенциальной ингибиторной активностью по 
отношению к тирозинкиназе Bcr-Abl и Bcr-AblT315I, 
эти молекулы имеют приемлемые фармакокине-

тические и токсикологические характеристики. 
Тем не менее среди сконструированных соеди-
нений следует выделить лиганд  IV, для которого, 
как было отмечено выше, не наблюдалось соот-
ветствия между данными молекулярного докинга 
и молекулярной динамики. Однако при анализе 
полученных результатов необходимо иметь в 
виду, что все вычислительные подходы к моде-
лированию структуры комплексов белков с ли-
гандами и к оценке энергии межмолекулярных 
взаимодействий связаны с различными прибли-
жениями, необходимыми для решения задачи, что 
не всегда приводит к удовлетворительной корре-
ляции между расчетными и экспериментальными 
данными [45,  46]. Поэтому все сконструированные 

https://tox-new.charite.de/protox_II/
https://tox-new.charite.de/protox_II/
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Рис. 3. Тепловые карты RMSD, полученные для комплексов тирозинкиназы Bcr-Abl  (а) и ее мутантной фор-
мой  T315I  (б) с соединениями  I−V, контрольными ингибиторами и фермента в свободном состоянии в раз-
ное время моделирования  МД. Значения RMSD рассчитывали для атомов основной цепи тирозинкиназы. 
Время измеряется по осям абсцисс и ординат. Значение RMSD между структурами комплексов в моменты 
времени  t1 и  t2 находится на пересечении значений  t1 по оси абсцисс и  t2 по  оси  ординат
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Рис. 4. Временные зависимости свободной энергии связывания для комплексов соединений I−V с тирозин-
киназой Bcr-Abl (голубая линия) и Bcr-AblT315I (синяя линия). С  помощью оранжевой и желтой линий пока-
зано простое скользящее среднее с размером окна 20  нс. Сверху и снизу приведены средние значения сво-
бодной энергии связывания и соответствующие им стандартные отклонения, рассчитанные соответственно 
для нативной и мутантной тирозинкиназы Bcr-Abl. Приведены также соответствующие данные для кон-
трольных соединений

Таблица 3. Физико-химические параметры сконструированных соединений и контрольных ингибиторов 
иматиниба и понатиниба

Лиганд Химическая  
формула

Молекулярная 
масса (Да) LogP Число доноров  

водородной связи
Число акцепторов  
водородной связи

I C27H22N6O2 462,5 4,2 2 6

II C26H20N6O2 448,5 4,0 2 6

III C26H20N6O2 448,5 3,9 2 6

IV C27H22N6O2 462,5 4,3 2 6

V C26H20N6O2 448,5 3,8 2 6

Иматиниб C29H31N7O 493,6 3,4 2 6

Понатиниб C29H27F3N6O 532,6 4,3 1 8
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Таблица 4. Противоопухолевая активность соедине-
ний in vitro

Соединение

Клеточная линия

K562 HL-60 HeLa

IC50 (мкМ)

I 2,8 ± 0,8 3,5 ± 0,2 > 50,0

II 14,4 ± 3,5 4,5 ± 2,8 > 50,0

III > 50,0 11,3 ± 3,0 > 50,0

III* 17,4 ± 3,0 14,5 ± 1,3 > 50,0

IV > 50,0 47,6 ± 2,1 > 50,0

V > 50,0 > 50,0 > 50,0

Примечание. III*  − Солевая форма соединения  III 
в виде метансульфоната.

in silico соединения, включая лиганд IV, были син-
тезированы и исследованы на противоопухолевую 
активность in  vitro.

На рис.  5 показаны графики зависимости 
жизнеспособности клеток линий K562, HL-60 
и HeLa от концентрации лигандов, а в табл.  4 
приведены данные о противоопухолевой актив-
ности этих соединений, представленные в вели-
чинах  IC50. Из  анализа этих данных видно, что 
соединения I−III ингибируют рост клеток крови 
линий K562 и HL-60, однако не оказывают суще-
ственного воздействия на жизнеспособность эпи-
телиальных клеток линии HeLa. В  то же время 
соединение IV демонстрирует противоопухолевую 
активность только против клеток линии HL-60, 
а  соединение  V неактивно во всех рассматривае-
мых случаях  (табл.  4). Анализируя полученные 
данные, необходимо отметить, что соединение  III 
оказалось неактивным по отношению к клеткам 
линий К562 и HeLa, но в виде метансульфоната 
эта молекула проявила ингибиторную активность 
против клеток K562  (табл.  4; рис.  5). В  ряду про-
явивших противоопухолевую активность молекул 
следует особо выделить соединение I, эффективно 
подавляющее рост клеток линий K562 и HL-60, что 
подтверждается низкими значениями IC50, равны-
ми 2,8  ±  0,8  мкМ и 3,5  ±  0,2  мкМ соответственно 
(табл.  4;  рис.  5).

Очевидно, что, несмотря на установленную 
противоопухолевую активность соединений I–III 
по отношению к клеткам ХМЛ К562, полученные 
данные не доказывают способность этих молекул 
к специфическим взаимодействиям с тирозин-
киназой Bcr-Abl, предсказанную методами моле-
кулярного моделирования. Более того, согласно 
этим данным, соединения I−III ингибируют рост 

клеток острого промиелоцитарного лейкоза HL-60, 
экспрессирующих онкогенный фузионный белок 
PML-RARalpha, который играет важную роль в 
патогенезе данного онкологического заболевания 
крови  [47]. Это дает основание предполагать, что 
соединения I–III представляют собой мультитар-
гетные ингибиторы опухолевого роста, что, веро-
ятно, может быть обусловлено одновременным 
присутствием в их составе фрагментов 2-арилами-
нопиримидина и изоксазола, производные кото-
рых, как было отмечено выше, часто встречаются 
в структурах молекул, ингибирующих пролифера-
цию различных типов опухолевых клеток [20, 22].

Следует отметить, что наблюдаемые различия 
в противоопухолевой активности соединений I−III 
по отношению к лейкозным клеткам крови K562, 
HL-60 и опухолевым клеткам эпителия шейки мат-
ки HeLa  (табл. 4) могут быть обусловлены разной 
степенью комплементарности их структур струк-
турам активных центров белков, экспрессируемых 
этими клетками и ответственных за опухолевый 
рост. Кроме того, эти клеточные линии выделены 
из различных видов опухолей и характеризуются 
различной экспрессией как поверхностных, так и 
внутриклеточных белков, а также реализуемыми 
сигнальными путями, что может служить еще 
одной причиной обнаруженной специфичности 
действия соединений I–III против опухолевых кле-
ток крови K562 и HL-60. Безусловно, эти предпо-
ложения, сделанные на основе результатов тести-
рования сконструированных гибридных молекул 
на моделях опухолевых клеток, должны быть про-
верены в экспериментах по исследованию меха-
низма их действия с использованием in  vitro моде-
лей потенциальных белковых мишеней.

На рис.  6 приведены комплексы тирозинки-
назы Bcr-Abl и ее мутантной формы  T315I c со-
единениями I–III, которые, согласно полученным 
экспериментальным данным  (табл.  4), обладают 
противоопухолевой активностью по отношению 
к миелоидным клеткам крови человека  K562. 
Анализ данных рис.  6 и табл.  5 показывает, что 
эти соединения образуют широкую сеть межмо-
лекулярных контактов, ответственных за стаби-
лизацию комплексов лиганд/Bcr-Abl. В  частности, 
соединение I формирует водородные связи с остат-
ками M318 и D381 нативного фермента, играющи-
ми важную роль для проявления его каталитиче-
ской активности  [48–52]. Примечательно, что эти 
консервативные гидрофильные остатки участвуют 
в образовании водородных связей с иматинибом и 
нилотинибом, а также с рядом других известных 
ингибиторов тирозинкиназы Bcr-Abl  [52]. Кроме 
водородных связей, соединение I образует 54 кон-
такта Ван-дер-Ваальса с остатками белка, включая 
такие функционально значимые аминокислоты, 
как K271, E286, T315 и D381 (табл. 5; рис. 6) [48–52].  
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Рис. 5. Зависимости жизнеспособности клеток (%  от контроля) от концентрации исследуемых соединений 
(log концентрации [моль/литр]). III*  −  Солевая форма соединения  III в виде метансульфоната

Как и в случае тирозинкиназы Bcr-Abl, при свя-
зывании с ее мутантной формой это соединение 
формирует многочисленные межмолекулярные 
взаимодействия, образуя водородную связь с 
остатком  D381 и 36  контактов Ван-дер-Ваальса 
(табл.  5; рис.  6). Соединения  II и  III проявляют 
аналогичный механизм связывания с ферментом, 
основу которого формируют водородные связи 
и Ван-дер-Ваальсовы взаимодействия  (табл.  5; 
рис.  6). Из  анализа данных о межмолекулярных 
взаимодействиях, реализующихся в интерфейсе 
комплексов лиганд/Bcr-Abl, также следует, что 
важная роль в связывании принадлежит изокса

зольному фрагменту, который участвует в обра-
зовании прямых межатомных контактов лиган-
дов с тирозинкиназой Bcr-Abl. При этом атом 
кислорода изоксазольного кольца соединений 
I–III формирует водородные связи с аминогруппой 
основной цепи остатка  M318 нативной тирозин-
киназы (табл. 5; рис. 6). В случае мутантного фер-
мента атомы кислорода и азота изоксазольного 
кольца соединений  I и  III соответственно обра-
зуют водородные связи с аминогруппой основной 
цепи остатка  D381  (табл.  5; рис.  6). Полученные 
данные позволяют предполагать, что совместный 
вклад в стабилизацию комплексов лиганд/Bcr-Abl 
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Таблица 5. Межмолекулярные взаимодействия в структурных комплексах соединений I−III с тирозинкиназой 
Bcr-Abl и Bcr-AblT315I, построенных методом молекулярного докинга

Лиганд Водородные связи1 Ван-дер-Ваальсовы контакты2
Катион–π- 

взаимодействие3, 
T-стэкинг4

Tирозинкиназа Bcr-Abl

I О...*HN[M318] 
N...*HN[D381]

L248(10), A269(3), K271(1), E286(7), V289(2), M290(6), 
I293(1), V299(5), T315(3), F317(1), F359(1), L370(4), A380(3), 
D381(1), F382(6)

–

II О...*HN[M318] 
N...*HN[D381]

L248(11), A269(3), E286(5), V289(2), M290(6), I293(2), 
V299(4), T315(2), F317(1), F359(2), L370(4), A380(3), 
D381(1), F382(6)

–

III O...*HN[M318] 
N...*HN[D381]

L248(7), A269(3), K271(4), E286(5), V289(2), M290(2), 
V299(1), I313(2), T315(3), F317(1), F359(2), L370(2), A380(2), 
D381(3), F382(5)

–

Tирозинкиназа Bcr-AblT315I

I O...*HN[D381] A269(2), K271(1), E282(2), K285(4), E286(3), V289(3), 
M290(5), I293(3), L298(1), V299(2), I315(3), L354(4), F382(3) H361 (катион-π)

II NH...**O[E286]
L248(7), G249(2), Y253(1), A269(4), K271(1), V289(1), 
M290(3), I293(2), V299(3), I313(3), I315(5), L354(2), H361(1), 
L370(4), A380(2), D381(2), F382(6)

H361 (катион-π)
Y253 (T-стэкинг) 
F382 (T-стэкинг)

III N...*HN[D381] A269(3), K271(1), E282(2), E286(3), V289(1), M290(4), 
I293(2), V299(1), I313(1), I315(6), D381(2), F382(3) H361 (катион-π)

Примечания: 1  – Первыми указаны доноры или акцепторы водородной связи, принадлежащие молекуле 
лиганда, а вторыми  –  соответствующие атомы или функциональные группы остатков тирозинкиназы, при-
веденных в квадратных скобках в однобуквенном коде. Символом  * отмечены атомы основной цепи белка; 
символом  **  − атомы боковой цепи. 2  –  Аминокислотные остатки тирозинкиназы, формирующие Ван-дер-
Ваальсовы контакты с лигандами. В круглых скобках указано число контактов. 3 – Аминокислотные остатки 
тирозинкиназы, участвующие в катион-π-взаимодействиях с лигандами. 4 – Аминокислотные остатки тиро-
зинкиназы, образующие Т-стэкинг с π-сопряженными системами лигандов.

фармакофорных фрагментов 2-ариламинопирими-
дина и изоксазола способен обеспечить высокий 
потенциал ингибиторной активности сконструи-
рованных химерных молекул против тирозинки-
назы Bcr-Abl и ее мутантной формы  T315I.

Таким образом, совместный анализ данных 
молекулярного моделирования и биомедицинско-
го тестирования in  vitro позволил идентифициро-
вать 3  амида замещенной изоксазол-3-карбоновой 
кислоты с фармакофорным фрагментом 2-арил-
аминопиримидина (соединения I–III; рис.  1), про-
являющих ингибиторную активность против 
клеток линий K562 и HL-60  (табл.  4). При этом 
соединение  I показало наибольшую эффектив-
ность нейтрализации этих клеток, и поэтому 
может рассматриваться в качестве приоритетной 
базовой структуры в исследованиях по созданию 
новых эффективных противоопухолевых средств. 
Эти исследования включают оптимизацию струк-
тур соединений-лидеров методами QSAR  [53, 
54], направленную на получение их аналогов с 
улучшенной противоопухолевой активностью и 

приемлемыми фармакологическими свойствами, 
химический синтез лигандов и биомедицинские 
испытания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе осуществлен дизайн 
пяти 2-ариламинопиримидиновых амидов изокса
зол-3-карбоновой кислоты, проведена in  silico 
оценка потенциальной ингибиторной активности 
этих соединений по отношению к тирозинкиназе 
Bcr-Abl и ее мутантной форме T315I, выполнен их 
синтез и тестирование на моделях опухолевых 
клеток in  vitro. В  результате совместного анализа 
расчетных и экспериментальных данных иден-
тифицированы три соединения (лиганды I–III; 
рис.  1), проявляющие ингибиторную активность 
против миелоидных клеток линий K562 и HL-60. 
Показано, что соединение  I проявляет наиболь-
шую эффективность ингибирования роста этих 
клеток. Полученные данные позволяют предпо-
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Рис. 6. Комплексы соединений I–III с нативной и мутантной тирозинкиназой Bcr-Abl, построенные методом 
молекулярного докинга. Соединения представлены моделью «шарик-палочка-шарик». Отмечены остатки фер-
мента, образующие межатомные контакты с лигандами. Остатки, участвующие в водородных связях, обозна-
чены палочковой моделью. Водородные связи показаны красными пунктирными линиями. Проволочная мо-
дель использована для обозначения остатков тирозинкиназы Bcr-Abl, образующих контакты Ван-дер-Ваальса

Нативная тирозинкиназа Bcr-Abl Мутантная тирозинкиназа Bcr-Abl

ложить, что идентифицированные соединения 
могут служить основой для разработки новых эф
фективных лекарственных препаратов, способных 
ингибировать каталитическую активность тиро-
зинкиназы Bcr-Abl путем блокирования ATP-связы-
вающей полости фермента. Кроме того, соедине-
ния I−III могут быть использованы для создания 
многоцелевых ингибиторов протеинкиназ, что 
подтверждается многочисленными исследования

ми  [11,  15,  20,  23,  24,  55], согласно которым произ-
водные 2-ариламинопиримидина обладают вы
соким потенциалом в качестве кандидатов для 
разработки эффективных противоопухолевых 
агентов с различными механизмами действия. 
Наконец, эти молекулы могут рассматриваться в 
качестве перспективных базовых структур для раз-
работки эффективных ингибиторов других онко-
генных белков-мишеней. На  это предположение 
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указывают полученные нами данные об их про-
тивоопухолевой активности по отношению к 
линии клеток острого промиелоцитарного лей-
коза  (табл.  4), характеризующегося образовани-
ем аномального онкогенного фузионного белка 
PML-RARalpha  [47]. В  связи с этим одно из даль-
нейших направлений развития настоящей работы 
предполагает исследование механизма действия 
идентифицированных соединений на in  vitro мо-
делях потенциальных белковых мишеней.

Вклад авторов. Королева Е.В., Игнатович Ж.В. 
и  Поткин В.И. выполнили дизайн соединений, 
спланировали и руководили экспериментами по 
их синтезу; Андрианов А.М. и  Корноушенко Ю.В. 
провели вычислительные исследования и про-
анализировали данные компьютерного модели-

рования; Ермолинская А.Л. синтезировала соеди-
нения; Панибрат О.В. выполнила тестирование 
соединений на противоопухолевую активность; 
Андрианов А.М. написал первоначальный вари-
ант рукописи; Андрианов А.М., Корноушенко Ю.В., 
Королева Е.В. и Поткин В.И. отредактировали руко-
пись. Все авторы прочитали и одобрили статью.

Финансирование. Работа выполнена при фи-
нансовой поддержке Государственной программы 
научных исследований «Конвергенция-2025» Рес-
публики Беларусь (грант № 3.04.1).

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

Соблюдение этических норм. Настоящая ста-
тья не содержит описания каких-либо исследова-
ний с участием людей или животных в качестве 
объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

	 1.	 Lugo, T. G., Pendergast, A. M., Muller, A. J., and Witte, O.  N. (1990) Tyrosine kinase activity and transformation 
potency of bcr-abl oncogene products, Science, 247, 1079-1082, https://doi.org/10.1126/science.2408149.

	 2.	 Deininger, M. W., Vieira, S., Mendiola, R., Schultheis, B., Goldman, J. M., and Melo, J. V. (2000) BCR-ABL tyrosine 
kinase activity regulates the expression of multiple genes implicated in the pathogenesis of chronic myeloid 
leukemia, Cancer Res., 60, 2049-2055.

	 3.	 Quintás-Cardama, A., and Cortes, J. (2009) Molecular biology of bcr-abl1-positive chronic myeloid leukemia, 
Blood, 113, 1619-1630, https://doi.org/10.1182/blood-2008-03-144790.

	 4.	 Druker, B. J., Sawyers, C. L., Kantarjian, H., Resta, D. J., Reese, S. F., Ford, J. M.,  Capdeville,  R., and Talpaz, M. 
(2001) Activity of a specific inhibitor of the BCR-ABL tyrosine kinase in the blast crisis of chronic myeloid leu-
kemia and acute lymphoblastic leukemia with the Philadelphia chromosome, N.  Eng. J. Med., 344, 1038-1042, 
https://doi.org/10.1056/NEJM200104053441402.

	 5.	 Ottmann, O. G., and Wassmann, B. (2002) Imatinib in the treatment of Philadelphia chromosome-positive acute 
lymphoblastic leukaemia: current status and evolving concepts, Best Pract. Res. Clin. Haematol., 15, 757-769, 
https://doi.org/10.1053/beha.2002.0233.

	 6.	 Buchdunger, E., O’Reilley, T., and Wood, J. (2002) Pharmacology of imatinib (STI571), Eur.  J. Cancer, 38, S28-S36, 
https://doi.org/10.1016/s0959-8049(02)80600-1.

	 7.	 Peng, B., Lloyd, P., and Schran, H. (2005) Clinical pharmacokinetics of imatinib, Clin. Pharmacokinet., 44, 879-
894, https://doi.org/10.2165/00003088-200544090-00001.

	 8.	 Druker, B. J. (2004) Imatinib as a paradigm of targeted therapies, Adv. Cancer Res., 91, 1-30, https://doi.org/10.1016/
S0065-230X(04)91001-9.

	 9.	 Kantarjian, H., Sawyers, C., Hochhaus, A., Guilhot, F., Schiffer, C., Gambacorti-Passerini, C., Niederwieser, D., 
Resta, D., Capdeville, R., Zoellner, U., Talpaz,  M., Druker, B., Goldman, J., O’Brien, S. G., Russell, N., Fischer, T., 
Ottmann, O., Cony-Makhoul, P., Facon, T., Stone, R., Miller, C., Tallman, M., Brown, R., Schuster, M., Loughran, T., 
Gratwohl, A., Mandelli, F., Saglio, G., Lazzarino, M., Russo, D., Baccarani, M., Morra, E, and International STI571 
CML Study Group (2002) Hematologic and cytogenetic responses to imatinib mesylate in chronic myelogenous 
leukemia, N.  Eng. J. Med., 346, 645-652, https://doi.org/10.1056/NEJMoa011573.

	10.	 Druker, B. J., Guilhot, F., O’Brien, S. G., Gathmann, I., Kantarjian, H., Gattermann, N., Deininger, M. W. N., Silver, 
R. T., Goldman, J. M., Stone, R. M., Cervantes, F., Hochhaus, A., Powell, B. L., Gabrilove,  J. L., Rousselot,  P., 
Reiffers,  J., Cornelissen, J. J., Hughes, T., Agis, H., Fischer, T., Verhoef, G., Shepherd, J., Saglio, G., Gratwohl, A., 
Nielsen, J. L., Radich, J. P., Simonsson, B., Taylor, K., Baccarani, M., So, C., Letvak,  L., Larson, R. A., and IRIS 
Investigators (2006) Five-year follow-up of patients receiving imatinib for chronic myeloid leukemia, N.  Eng. J. 
Med., 355, 2408-2417, https://doi.org/10.1056/NEJMoa062867.

	11.	 Hochhaus, A., Larson, R. A., Guilhot, F., Radich, J. P., Branford, S., Hughes, T. P., Baccarani, M., Deininger, M. W., 
Cervantes, F., Fujihara, S., Ortmann, C.-E., Menssen, H. D., Kantarjian, H., O’Brien, S. G., Druker, B. J., and IRIS 
Investigators (2017) Long-term outcomes of imatinib treatment for chronic myeloid leukemia, N.  Eng. J. Med., 
376, 917-927, https://doi.org/10.1056/NEJMoa1609324.

https://doi.org/10.1126/science.2408149
https://doi.org/10.1182/blood-2008-03-144790
https://doi.org/10.1056/NEJM200104053441402
https://doi.org/10.1053/beha.2002.0233
https://doi.org/10.1016/s0959-8049(02)80600-1
https://doi.org/10.2165/00003088-200544090-00001
https://doi.org/10.1016/S0065-230X(04)91001-9
https://doi.org/10.1016/S0065-230X(04)91001-9
https://doi.org/10.1056/NEJMoa011573
https://doi.org/10.1056/NEJMoa062867
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1609324


ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ИНГИБИТОРЫ ТИРОЗИНКИНАЗЫ Bcr-Abl 1101

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

	12.	 Bhullar, K. S., Lagarón, N. O., McGowan, E. M., Parmar, I., Jha, A., Hubbard, B. P., and Vasantha, R. H. P. (2018) 
Kinase-targeted cancer therapies: progress, challenges and future directions, Mol. Cancer, 17, 1-20, https://doi.org/ 
10.1186/s12943-018-0804-2.

	13.	 Patel, A. B., O’Hare, T., and Deininger, M. W. (2017) Mechanisms of resistance to ABL kinase inhibition in chronic 
myeloid leukemia and the development of next generation ABL kinase inhibitors, Hematol. Oncol. Clin. North 
Am., 31, 589-612, https://doi.org/10.1016/j.hoc.2017.04.007.

	14.	 Liu, J., Zhang, Y., Huang, H., Lei, X., Tang, G., Cao, X., and Peng, J. (2021) Recent advances in Bcr-Abl tyro-
sine kinase inhibitors for overriding T315I mutation, Chem. Biol. Drug Des., 97, 649-664, https://doi.org/10.1111/
cbdd.13801.

	15.	 Koroleva, E. V., Ignatovich, Z. I., Sinyutich, Y. V., and Gusak, K. N. (2016) Aminopyrimidine derivatives as protein ki-
nases inhibitors. Molecular design, synthesis, and biologic activity, Russ. J. Org. Chem., 52, 139-177, https://doi.org/ 
10.1134/S1070428016020019.

	16.	 Roskoski, R. Jr (2022) Properties of FDA-approved small molecule protein kinase inhibitors: a 2023 update, 
Pharmacol. Res., 106552, https://doi.org/10.1016/j.phrs.2022.106552.

	17.	 Cortes, J., and Lang, F. (2021) Third-line therapy for chronic myeloid leukemia: current status and future direc-
tions, J.  Hematol. Oncol., 14, 1-18, https://doi.org/10.1186/s13045-021-01055-9.

	18.	 Senapati, J., Sasaki, K., Issa, G. C., Lipton, J. H., Radich, J. P., Jabbour, E., and Kantarjian, H.  M. (2023) Manage-
ment of chronic myeloid leukemia in 2023–common ground and common sense, Blood Cancer  J., 13, 58, https://
doi.org/10.1038/s41408-023-00823-9.

	19.	 Tan, F. H., Putoczki, T. L., Stylli, S. S., and Luwor, R.  B. (2019) Ponatinib: a novel multi-tyrosine kinase inhibitor 
against human malignancies, Onco Targets Ther., 12, 635-645, https://doi.org/10.2147/OTT.S189391.

	20.	 Ferguson, F. M., and Gray, N. S. (2018) Kinase inhibitors: the road ahead, Nat. Rev. Drug Discov., 17, 353-377, 
https://doi.org/10.1038/nrd.2018.21.

	21.	 Proschak, E., Stark, H., and Merk, D. (2018) Polypharmacology by design: a medicinal chemist’s perspective on 
multitargeting compounds, J.  Med. Chem., 62, 420-444, https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b00760.

	22.	 Arya, G. C., Kaur, K., and Jaitak, V. (2021) Isoxazole derivatives as anticancer agent: a review on synthetic 
strategies, mechanism of action and SAR studies, Eur. J. Med. Chem., 221, 113511, https://doi.org/10.1016/j.ejmech. 
2021.113511.

	23.	 Köstler, W. J., and Zielinski, C. C. (2015) Targeting Receptor Tyrosine Kinases in Cancer, in Receptor Tyrosine 
Kinases: Structure, Functions and Role in Human Disease, New York, Spring, pp.  78-225.

	24.	 Maurer, G., Tarkowski, B., and Baccarini, M. (2011) Raf kinases in cancer-roles and therapeutic opportunities, 
Oncogene, 30, 3477-3488, https://doi.org/10.1038/onc.2011.160.

	25.	 Schönherr, H., and Cernak, T. (2013) Profound methyl effects in drug discovery and a call for new C–H meth-
ylation reactions, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 52, 12256-12267, https://doi.org/10.1002/anie.201303207.

	26.	 O’Boyle, N. M., Banck, M., James, C. A., Morley, C., Vandermeersch, T., and Hutchison, G.  R. (2011) Open Babel: 
An  open chemical toolbox, J.  Cheminform., 3, 1-14, https://doi.org/10.1186/1758-2946-3-33.

	27.	 Rappé, A. K., Casewit, C. J., Colwell, K. S., Goddard, W.  A., III, and Skiff, W.  M. (1992) UFF, a full periodic table 
force field for molecular mechanics and molecular dynamics simulations, J.  Am. Chem. Soc., 114, 10024-10035, 
https://doi.org/10.1021/ja00051a040.

	28.	 Daina, A., Michielin, O., and Zoete, V. (2017) SwissADME: a free web tool to evaluate pharmacokinetics, drug-
likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules, Sci. Rep., 7, 42717, https://doi.org/10.1038/
srep42717.

	29.	 Center for Computational Structural Biology. MGL Tools. URL: https://ccsb.scripps.edu/mgltools/, Accessed October 
21, 2023.

	30.	 Trott, O., and Olson, A. J. (2010) AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking with a new scor-
ing function, efficient optimization, and multithreading, J.  Comput. Chem., 31, 455-461, https://doi.org/10.1002/
jcc.21334.

	31.	 Pettersen, E. F., Goddard, T. D., Huang, C. C., Couch, G. S., Greenblatt, D. M., Meng, E. C., and Ferrin, T. E. (2004) 
UCSF Chimera  – a visualization system for exploratory research and analysis, J.  Comput. Chem., 25, 1605-1612, 
https://doi.org/10.1002/jcc.20084.

	32.	 Shen, C., Hu, Y., Wang, Z., Zhang, X., Zhong, H., Wang, G., Yao,  X., Xu, L., Cao, D., and Hou, T. (2021) Can ma-
chine learning consistently improve the scoring power of classical scoring functions? Insights into the role of 
machine learning in scoring functions, Brief. Bioinf., 22, 497-514, https://doi.org/10.1093/bib/bbz173.

	33.	 Durrant, J. D., and McCammon, J. A. (2011) NNScore 2.0: A  neural-network receptor–ligand scoring function, 
J.  Chem. Inf. Model., 51, 2897-2903, https://doi.org/10.1021/ci2003889.

	34.	 Durrant, J. D., and McCammon, J. A. (2011) BINANA: A  novel algorithm for ligand-binding characterization, 
J.  Mol. Graph. Model., 29, 888-893, https://doi.org/10.1016/j.jmgm.2011.01.004.

https://doi.org/10.1186/s12943-018-0804-2
https://doi.org/10.1186/s12943-018-0804-2
https://doi.org/10.1016/j.hoc.2017.04.007
https://doi.org/10.1111/cbdd.13801
https://doi.org/10.1111/cbdd.13801
https://doi.org/10.1134/S1070428016020019
https://doi.org/10.1134/S1070428016020019
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2022.106552
https://doi.org/10.1186/s13045-021-01055-9
https://doi.org/10.1038/s41408-023-00823-9
https://doi.org/10.1038/s41408-023-00823-9
https://doi.org/10.2147/OTT.S189391
https://doi.org/10.1038/nrd.2018.21
https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b00760
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113511
https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2021.113511
https://doi.org/10.1038/onc.2011.160
https://doi.org/10.1002/anie.201303207
https://doi.org/10.1186/1758-2946-3-33
https://doi.org/10.1021/ja00051a040
https://doi.org/10.1038/srep42717
https://doi.org/10.1038/srep42717
https://ccsb.scripps.edu/mgltools/
https://doi.org/10.1002/jcc.21334
https://doi.org/10.1002/jcc.21334
https://doi.org/10.1002/jcc.20084
https://doi.org/10.1093/bib/bbz173
https://doi.org/10.1021/ci2003889
https://doi.org/10.1016/j.jmgm.2011.01.004


КОРОЛЕВА и др.1102

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

	35.	 Case, D. A., Ben-Shalom, I. Y., Brozell, S.  R., Cerutti, D.  S., Cheatham, T. E. III, Cruzeiro, V. W. D., Darden, T. A., 
Duke, R. E., Ghoreishi, D., Gilson, M. K., and Kollman, P. A. (2018) AMBER 2018, University of California.

	36.	 Genheden, S., and Ryde, U. (2015) The MM/PBSA and MM/GBSA methods to estimate ligand-binding affinity, 
Expert Opin. Drug. Discov., 10, 449-461, https://doi.org/10.1517/17460441.2015.1032936.

	37.	 Xu, L., Sun, H., Li, Y., Wang, J., and Hou, T. (2013) Assessing the performance of MM/PBSA and MM/GBSA methods. 
3.  The  impact of force fields and ligand charge models, J.  Phys. Chem.  B, 117, 8408-8421, https://doi.org/10.1021/
jp404160y.

	38.	 Sun, H., Li, Y., Tian, S., Xu, L., and Hou, T. (2014) Assessing the performance of MM/PBSA and MM/GBSA methods. 
4.  Accuracies of MM/PBSA and MM/GBSA methodologies evaluated by various simulation protocols using PDB-
bind data set, Phys. Chem. Chem. Phys., 16, 16719-16729, https://doi.org/10.1039/c4cp01388c.

	39.	 Ignatovich, Z. V., Ermolinskaya, A. L., Kletskov, A.  V., Potkin, V. I., and Koroleva, E.  V. (2018) Synthesis of new 
amides of isoxazole-and isothiazole-substituted carboxylic acids containing an arylaminopyrimidine fragment, 
Russ.  J. Org. Chem., 54, 1218-1222, https://doi.org/10.1134/S107042801808016X.

	40.	 Al-Nasiry, S., Geusens, N., Hanssens, M., Luyten, C., and Pijnenborg, R. (2007) The  use of Alamar Blue assay for 
quantitative analysis of viability, migration and invasion of choriocarcinoma cells, Hum. Reprod., 22, 1304-1309, 
https://doi.org/10.1093/humrep/dem011.

	41.	 Agafonov, R.V., Wilson, C., Otten, R., Buosi, V., and Kern, D. (2014) Energetic dissection of Gleevec’s selectivity 
toward human tyrosine kinases, Nat. Struct. Mol. Biol., 21, 848-853, https://doi.org/10.1038/nsmb.2891.

	42.	 Lipinski, C. A. (2004) Lead- and drug-like compounds: the rule-of-five revolution, Drug Discov. Today Technol., 
1, 337-341, https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2004.11.007.

	43.	 Lipinski, C.A., Lombardo, F., Dominy, B. W., and Feeney, P. J. (2001) Experimental and computational approaches 
to estimate solubility and permeability in drug discovery and development settings, Adv. Drug Deliv. Rev., 46, 
3-26, https://doi.org/10.1016/s0169-409x(00)00129-0.

	44.	 Banerjee, P., Eckert, A. O., Schrey, A. K., and Preissner, R. (2018) ProTox-II: a  webserver for the prediction of 
toxicity of chemicals, Nucleic Acids Res., 46(W1), W257-W263, https://doi.org/10.1093/nar/gky318.

	45.	 Hassan Baig, M., Ahmad, K., Roy, S., Mohammad Ashraf, J., Adil, M., Siddiqui, M. H., Khan, S., Kamal, M.  A., 
Provazník, I., and Choi, I. (2016) Computer aided drug design: success and limitations, Curr. Pharm. Des., 22, 
572-581, https://doi.org/10.2174/1381612822666151125000550.

	46.	 Desai, P. V. (2016) The  integration of computational chemistry during drug discovery to drive decisions: are we 
there yet? Future Med. Chem., 8, 1717-1720, https://doi.org/10.4155/fmc-2016-0161.

	47.	 Jimenez, J. J., Chale, R. S., Abad, A. C., and Schally, A.  V. (2020) Acute promyelocytic leukemia (APL): a review 
of the literature. Oncotarget, 11, 992-1003, https://doi.org/10.18632/oncotarget.27513.

	48.	 Parcha, P., Sarvagalla, S., Madhuri, B., Pajaniradje, S., Baskaran, V., Coumar, M.  S., and Rajasekaran, B. (2017) 
Identification of natural inhibitors of Bcr-Abl for the treatment of chronic myeloid leukemia, Chem. Biol. Drug 
Des., 90, 596-608, https://doi.org/10.1111/cbdd.12983.

	49.	 Reddy, E. P., and Aggarwal, A. K. (2012) The  ins and outs of bcr-abl inhibition, Genes Cancer, 3, 447-454, https://
doi.org/10.1177/1947601912462126.

	50.	 Manley, P. W., Cowan-Jacob, S. W., Fendrich, G., and Mestan, J. (2005) Molecular interactions between the high-
ly selective pan-Bcr-Abl inhibitor, AMN107, and the tyrosine kinase domain of Abl, Blood, 106, 3365, https:// 
doi.org/10.1182/blood.V106.11.3365.3365.

	51.	 Sohraby, F., Bagheri, M., Aliyar, M., and Aryapour, H. (2017) In  silico drug repurposing of FDA-approved drugs 
to predict new inhibitors for drug resistant T315I mutant and wild-type BCR-ABL1: a  virtual screening and 
molecular dynamics study, J.  Mol. Graph. Model., 74, 234-240, https://doi.org/10.1016/j.jmgm.2017.04.005. 

	52.	 İş, Y. S. (2021) Elucidation of ligand/protein interactions between BCR-ABL tyrosine kinase and some com-
mercial anticancer drugs via DFT methods, J.  Comput. Biophys. Chem., 20, 433-447, https://doi.org/10.1142/
S273741652150023X.

	53.	 Hsu, H. H., Hsu, Y. C., Chang, L. J., and Yang, J.  M. (2017) An  integrated approach with new strategies for QSAR 
models and lead optimization, BMC Genom., 18 (Suppl  2), 104, https://doi.org/10.1186/s12864-017-3503-2.

	54.	 Fu, L., Yang, Z. Y., Yang, Z. J., Yin, M. Z., Lu, A.  P., Chen, X., Liu, S., Hou, T. J., and Cao, D. S. (2021) QSAR-assist-
ed-MMPA to expand chemical transformation space for lead optimization, Brief. Bioinform., 22, bbaa374, https://
doi.org/10.1093/bib/bbaa374.

	55.	 Ayaz, M. S., Bhupal, R., Sharma, P., Sahu, A., Singh, P., Gupta, G. D., and Asati, V. (2023) Recent updates on 
structural aspects of ALK inhibitors as an anticancer agent, Anti-Cancer Agents Med. Chem., 23, 900-921, https://
doi.org/10.2174/1871520623666230110114620.

https://doi.org/10.1517/17460441.2015.1032936
https://doi.org/10.1021/jp404160y
https://doi.org/10.1021/jp404160y
https://doi.org/10.1039/c4cp01388c
https://doi.org/10.1134/S107042801808016X
https://doi.org/10.1093/humrep/dem011
https://doi.org/10.1038/nsmb.2891
https://doi.org/10.1016/j.ddtec.2004.11.007
https://doi.org/10.1016/s0169-409x(00)00129-0
https://doi.org/10.1093/nar/gky318
https://doi.org/10.2174/1381612822666151125000550
https://doi.org/10.4155/fmc-2016-0161
https://doi.org/10.18632/oncotarget.27513
https://doi.org/10.1111/cbdd.12983
https://doi.org/10.1177/1947601912462126
https://doi.org/10.1177/1947601912462126
https://doi.org/10.1182/blood.V106.11.3365.3365
https://doi.org/10.1182/blood.V106.11.3365.3365
https://doi.org/10.1016/j.jmgm.2017.04.005
https://doi.org/10.1142/S273741652150023X
https://doi.org/10.1142/S273741652150023X
https://doi.org/10.1186/s12864-017-3503-2
https://doi.org/10.1093/bib/bbaa374
https://doi.org/10.1093/bib/bbaa374
https://doi.org/10.2174/1871520623666230110114620
https://doi.org/10.2174/1871520623666230110114620


ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ ИНГИБИТОРЫ ТИРОЗИНКИНАЗЫ Bcr-Abl 1103

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

DESIGN, in silico EVALUATION, AND DETERMINATION  
OF ANTITUMOR ACTIVITY OF POTENTIAL INHIBITORS AGAINST 
PROTEIN KINASES: APPLICATION TO Bcr-Abl TYROSINE KINASE
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Despite significant progress made over the past two decades in the treatment of chronic myeloid 
leukemia (CML), there is currently still an unmet need for effective and safe drugs to treat patients 
with resistance and intolerance to clinically used drugs. In this work, 2-arylaminopyrimidine amides 
of isoxazole-3-carboxylic acid were designed followed by in  silico assessment of the inhibitory poten-
tial of these compounds against Bcr-Abl tyrosine kinase and determination of their antitumor activity 
on cell models of the K562 (chronic myeloid leukemia), HL-60 (acute promyelocytic leukemia), and 
HeLa (cervical cancer) lines. As a result of the joint analysis of computational and experimental data, 
three compounds exhibiting antitumor activity against cells of the K562 and HL-60 lines were identi-
fied. A  lead compound demonstrating effective inhibition of the growth of these cells was found, as 
evidenced by the low values of IC50 equal to 2.8  ±  0.8  μM (K562) and 3.5  ±  0.2  μM (HL-60). The  results 
obtained indicate that the identified compounds form good scaffolds for the design of novel, effec-
tive and safe anticancer drugs able to inhibit the catalytic activity of Bcr-Abl kinase by blocking the 
ATP-binding site of the enzyme.

Keywords: Bcr-Abl tyrosine kinase, Bcr-Abl tyrosine kinase inhibitors, computer-aided drug design, 
molecular docking, molecular dynamics, biomedical assays, antitumor activity
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ТРИПТОФАНГИДРОКСИЛАЗА 2 И МОНОАМИНОКСИДАЗА А  

В МОЗГЕ КРЫС, СЕЛЕКЦИОНИРОВАННЫХ ПО РЕАКЦИИ  
НА ЧЕЛОВЕКА: ВЛИЯНИЕ БЕНЗОПЕНТАТИЕПИНА ТС-2153

© 2024 В.С. Москалюк1*, Р.В. Кожемякина1, Т.М. Хоменко2, К.П. Волчо2,  
Н.Ф. Салахутдинов2, А.В. Куликов1, В.С. Науменко1, Е.А. Куликова1

1 Институт цитологии и генетики СО РАН, 630090 Новосибирск, Россия; v.moskaliuk@alumni.nsu.ru
2 Институт органической химии им. Н.Н. Ворожцова СО РАН, 630090 Новосибирск, Россия

Поступила в редакцию 23.01.2024
После доработки 25.03.2024

Принята к публикации 27.03.2024

В Институте цитологии и генетики СО  РАН на протяжении более 85  поколений ведётся селек-
ция серых крыс-пасюков на агрессивное поведение по отношению к человеку (агрессивные) 
или его отсутствие (ручные). Агрессивные крысы являются интересной моделью для иссле-
дования агрессии, вызванной страхом. Показано, что бензопентатиепин ТС-2153 снижает аг-
рессию у агрессивных крыс и влияет на серотониновую систему, играющую существенную 
роль в регуляции агрессивного поведения. Целью данной работы было исследование влияния 
ТС-2153 на активность и экспрессию ключевых ферментов серотониновой системы – триптофан
гидроксилазы  2  (ТПГ2) и моноаминоксидазы  А (МАОА)  – в мозге агрессивных и ручных крыс. 
Агрессивным и ручным самцам серых крыс однократно внутрибрюшинно вводили TC-2153  
в дозировках 10 или 20  мг/кг или растворитель и исследовали уровни белков ТПГ2 и МАОА, их 
ферментативную активность, а также экспрессию генов, их кодирующих. У агрессивных крыс 
по сравнению с ручными наблюдался повышенный уровень экспрессии гена Tph2 в среднем 
мозге, а также повышение уровня белка ТПГ2 в гиппокампе и уровней белков ТПГ2 и МАОА 
в гипоталамусе. Ферментативная активность моноаминоксидазы (МАО) была выше в среднем 
мозге и гиппокампе крыс агрессивной линии, в то время как активность ТПГ2 между двумя 
генотипами не различалась. Однократное введение ТС-2153 снизило активность ТПГ2 в гипо-
таламусе и МАО в среднем мозге крыс обеих линий. ТС-2153 повлиял на уровень белка МАОА 
в гипоталамусе, повысив его у агрессивных и снизив у ручных крыс. Таким образом, в данной 
работе показаны существенные различия в экспрессии и активности ключевых ферментов серо-
тониновой системы в мозге серых крыс, селекционируемых по реакции на человека, а влияние 
бензопентатиепина ТС-2153 на эти ферменты может указывать на механизмы антиагрессивного 
действия этого вещества.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: защитно-оборонительная агрессия, доместикация, моноаминоксидаза  А, 
триптофангидроксилаза 2, серотонин, ТС-2153, крысы, мозг.

DOI: 10.31857/S0320972524060104 EDN: XLGLPH

Принятые сокращения: МАО  – моноаминоксидаза; МАОА  – моноаминоксидаза  А; ТПГ2  – триптофангид
роксилаза 2; ТС-2153 – гидрохлорид 8-(трифторметил)-1,2,3,4,5-бензопентатиепин-6-амина.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Агрессивное поведение является важной эво-
люционной адаптацией, которая служит инстру-
ментом борьбы за ресурсы, территорию, поло-
вых партнёров. В регуляции агрессии участвуют 
многие гормоны и медиаторы, однако особая 
роль в механизмах данного поведения отводится 

серотонину. Серотонин (5-гидрокситриптамин, 
5-HT) является одним из важнейших медиаторов 
головного мозга. Серотониновые нейроны, тела 
которых находятся в ядрах шва среднего мозга, 
взаимодействуют почти со всеми отделами цен-
тральной нервной системы. Серотонин влияет 
на многие физиологические системы организма, 
настроение, ряд форм поведения  [1].
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Ключевыми ферментами серотониновой си-
стемы являются триптофангидроксилаза  2 (ТПГ2) 
(КФ  1.14.16.4, триптофан  5-монооксигеназа), кото-
рая катализирует лимитирующую стадию синтеза 
медиатора – присоединение OH-группы в 5-м поло-
жении триптофана, и моноаминоксидаза А (МАОА) 
(КФ  1.4.3.4), которая окисляет его до 5-гидроксин-
долуксусного альдегида. Известна связь этих фер-
ментов с агрессивным поведением. Так, многочис-
ленные исследования выявили положительную 
корреляцию межсамцовой агрессии с экспрессией 
и активностью ТПГ2  [2–6]. При изучении мышей 
десяти различных генотипов было показано, что 
животные с пониженной активностью ТПГ2 в 
мозге характеризовались менее выраженным 
проявлением межсамцовой агрессии  [3]. Исследо-
вание полиморфизма, влияющего на активность 
ТПГ2, показало сцепление этого показателя с вы-
сокой интенсивностью межсамцовой агрессии [4]. 
Ингибитор ТПГ2 пара-хлорфенилаланин снижал 
интенсивность межсамцовой агрессии у мышей 
линии C57BL/6  [2]. В исследованиях на человеке 
наблюдалась схожая тенденция: снижение уров-
ня агрессии у людей с малоактивными аллелями 
гена TPH2  [7, 8]. Однако некоторыми исследовате-
лями была показана обратная корреляция между 
ТПГ2 и агрессией. Так, мыши с нокаутом по этому 
гену (Tph2−/−) проявляли повышенную агрессию 
по сравнению с животными дикого типа в тесте 
резидент-интрудер  [9]. Более того, крысы с нокау-
том по Tph2 проявляли себя более агрессивно при 
социальных взаимодействиях  [10].

Недостаток МАОА приводит к повышенной 
межсамцовой агрессии у мышей  [11,  12]. Живот-
ные с генетическим нокаутом по гену Maoa более 
склонны к ответной агрессии, чаще вступают в 
драку и имеют меньший латентный период пер-
вой атаки [12,  13], а фармакологическое ингибиро-
вание данного фермента на пренатальной стадии 
у мышей и крыс приводит к повышенной склон-
ности к агрессии во взрослом возрасте  [14,  15]. 
У людей недостаток МАОА также вызывает повы-
шенное проявление агрессивного поведения  [16], 
а сниженная ферментативная активность МАОА 
ассоциирована с проявлением враждебности и 
злости  [17] и агрессивными чертами  [18].

Для изучения механизмов определённого 
типа поведения широко используются генетиче-
ские селекционные модели животных. Одной из 
таких моделей, созданной для изучения агрессии, 
вызванной страхом, и доместикации, являются 
крысы, селекционируемые в Институте цитоло-
гии и генетики в Новосибирске. Отбор ведётся в 
двух направлениях: на высокий уровень агрессии 
по отношению к человеку (агрессивные крысы) 
и её полное отсутствие (ручные крысы). Полу-
ченные линии, помимо прочего, демонстрируют  

различия в серотониновой системе: по общему 
уровню этого медиатора и его метаболита в моз-
ге  [19,  20], по экспрессии и активности серото-
ниновых рецепторов  [20–25], по экспрессии гена 
транспортера серотонина  [26]. У агрессивных крыс 
по сравнению с ручными на 24-м поколении се-
лекции наблюдалось снижение активности ТПГ2 
в среднем мозге  [20]. В то же время активность 
МАОА не различалась между двумя линиями 
35–36  поколений  [27].

На данной модели недавно было показано, 
что бензопентатиепин ТС-2153 снижал уровень 
агрессии у агрессивной линии крыс  [28]. Также 
это вещество показало ряд других полезных эф-
фектов на поведение, в частности анксиолитиче-
ское  [28,  29], антикаталептическое [30] и антиде-
прессантное действия [31]. Более того, известно, 
что TC-2153 влияет на серотониновую систему: 
как на общий уровень серотонина и его метабо-
лита [32], так и на экспрессию и функциональную 
активность серотониновых рецепторов [22, 31, 33].

В то же время влияние ТС-2153 на экспрес-
сию ТПГ2 и МАОА у агрессивных и ручных крыс 
ранее не было изучено. Более того, уровни дан-
ных белков и экспрессия генов, их кодирующих, 
не изучались у этих животных. Таким образом, 
целью этой работы было исследование влияния 
однократного введения ТС-2153 на активность и 
экспрессию ТПГ2 и МАОА в мозге агрессивных и 
ручных крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальные животные. Эксперимен-
ты проводили на самцах аутбредных линий серых 
крыс (Rattus norvegicus) возрастом 4–5  месяцев и 
весом 300–350 г, селекционированных на протяже-
нии более 85 поколений в Институте цитологии и 
генетики СО  РАН (Новосибирск, Россия) на высо-
кий уровень агрессии по отношению к человеку 
(агрессивные, 24  животных) или её полное отсут-
ствие (ручные, 24  животных)  [34,  35].

Животные содержались в группах по 4  особи 
в металлических клетках размером 50  ×  33  ×  20  см 
в стандартных лабораторных условиях со свето-
вым циклом «12  ч день, 12  ч ночь» и свободным 
доступом к пище и воде. Исследование проводи-
лось на базе Центра генетических ресурсов лабо-
раторных животных федерального исследователь-
ского центра Института цитологии и генетики 
СО  РАН (проект RFMEFI62119X0023).

Фармакологическое воздействие. В работе 
использовали вещество ТС-2153 (гидрохлорид 
8-(трифторметил)-1,2,3,4,5-бензопентатиепин-
6-амина), синтезированное в Новосибирском ин-
ституте органической химии им.  Н.Н.  Ворожцова 
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Нуклеотидные последовательности и характеристики праймеров, использованных в работе

Ген Нуклеотидные последовательности праймеров Т отжига, °C Длина ампликона, п.н.

Polr2a F: 5′-TTGTCGGGCAGCAGAACGTG-3′
R: 5′-CAATGAGACCTTCTCGTCCTCCC-3′ 63 186

Maoa F: 5′-GAAATTACCCACACCTTCTTAGAG-3′
R: 5′-CACTTTCTTTCACATGCGATG-3′ 60 178

Tph2 F: 5′-CCCAGGCAGATGACCATTCAG-3′
R: 5′-GGAATTGTGTGAGGAATGTTGGC-3′ 64 146

СО РАН (Новосибирск, Россия). Вещество разводили 
в 0,05%-ном Tween-20 (v/v), 0,05%-ном ДМСО (v/v) 
и 0,9%-ном NaCl (m/v)  [31] и вводили однократно 
внутрибрюшинно (в/б) в объёме 100  мкл на 100  г 
веса животного в дозах 10 и 20  мг/кг.

Схема эксперимента. 24 агрессивных и 24 
ручных крысы были разделены на три группы по 
8  животных в каждой. Контрольным животным 
вводили растворитель. Две другие группы полу-
чали в/б вещество ТС-2153 в дозировках 10  мг/кг 
или 20  мг/кг. Через пять часов после инъекции 
растворителя или препарата животных выводили 
из эксперимента путём декапитации. Дозировки и 
время были выбраны согласно полученным ранее 
данным о влиянии ТС-2153 на поведение и серото-
ниновую систему [29–33,  36]. Выделенные структу-
ры мозга (средний мозг, гиппокамп и гипоталамус) 
замораживали в жидком азоте и хранили при 
температуре −80  °С до проведения молекулярных 
исследований.

Структуру мозга гомогенизировали в 300  мкл 
буфера Tris-HCl (50  мМ, pH  7,6) при 4  °C с помощью 
механического гомогенизатора (Z359971, «Sigma-
Aldrich», США), аликвоты гомогената использова-
лись для хроматографии и общего выделения РНК 
и белка.

Определение уровня экспрессии генов. Об-
щую РНК выделяли из 60  мкл гомогената с помо-
щью реагента TRIzol Reagent («Life Technologies», 
США) в соответствии с инструкцией производи-
теля и ранее описанным протоколом [28]. С полу-
ченной общей РНК синтезировалась комплемен-
тарная ДНК (кДНК), измерение экспрессии генов 
проводилось путём детекции флуоресценции 
интеркалирующего красителя SYBR Green  I (R-402 
Master mix, «Syntol», Москва, Россия). Использовав-
шиеся праймеры представлены в таблице. В каче-
стве внешнего стандарта использовалась геном-
ная ДНК, выделенная из гепатоцитов самца крысы 
линии Wistar, концентрацией 0,06, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 
2, 4, 8, 16, 32 и 64  нг/мкл [37–39]. Экспрессия генов 
рассчитывалась как отношение количества кДНК 
исследуемого гена к 100  копиям гена ДНК-зави-
симой РНК-полимеразы  2 (Polr2a), выполняющей 
функцию внутреннего стандарта.

Определение количества белка с помощью 
Вестерн-блот анализа. Уровень белков ТПГ2 и 
МАОА определяли с помощью Вестерн-блот ана-
лиза по ранее описанной методике [28]. Белок раз-
деляли с помощью SDS-PAGE гель-электрофореза 
(20 мкг белка на дорожку), используя 10%-ный раз-
деляющий гель. Для детекции целевого белка были 
использованы поликлональные антитела кролика 
к белку TПГ2 (1  :  1000, ab184505, «Abcam», Велико-
британия) и моноклональные антитела кролика 
к белку MAOA (1  :  500, ab126751, «Abcam»). В каче-
стве внутреннего контроля были использованы  
поликлональные антитела кролика к глицер-
альдегид-3-фосфатдегидрогеназе, GAPDH (1  :  2000, 
ab9485, «Abcam»). Экспрессию белка выражали в 
относительных единицах, нормировали на экс-
прессию белка GAPDH. Белок ТПГ2 детектировали 
на 56 кДа, МАОА – на 60 кДа и GAPDH – на 37 кДа.

Определение активности моноаминокси-
дазы (МАО). Активность МАО определялась по 
ранее описанной методике  [40] с помощью мо-
дульной системы хроматографического анализа 
(«Shimadzu Corporation», США), оснащённой гра-
диентным насосом (LC-20AD) с вакуумным дега-
затором (DGU-20A5R), блоком для автоматизиро-
ванного ввода пробы с петлёй объёмом 100  мкл 
(SIL-20A) и электрохимическим детектором (750  мВ, 
DECADE  II, «Antec», Нидерланды). Концентрация 
субстрата (5-HT) в реакционной смеси  – 0,15  мМ. 
Данная методика измеряет суммарную активность 
МАОА и МАОБ (моноаминоксидазы  Б). Активность 
МАО рассчитывали как количество синтезирован-
ного 5-гидроксииндолуксусного альдегида (нмоль) 
за одну минуту, нормированное на количество 
общего белка в пробе, измеренное с помощью 
метода Бредфорда («Bio-Rad», США) и спектрофото-
метра Multiscan («Thermo Fisher Scientific», США).

Определение активности триптофангидрок-
силазы 2. Активность ТПГ2 определялась по ранее 
описанной методике  [41] с помощью описанной 
выше модульной системы хроматографического 
анализа. Концентрация субстрата (L-триптофан) 
в реакционной смеси  – 0,4  мМ. Активность ТПГ2 
рассчитывали как количество синтезированного 
5-гидрокситриптофана (пмоль) за одну минуту, 
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нормированное на количество общего белка в 
пробе.

Статистическая обработка данных. Изме-
рения экспрессии генов, уровней белков и актив-
ности ферментов проверялись на нормальность 
распределения и равенство дисперсий с помощью 
тестов Лиллиефорса и Барлетта. Данные пред-
ставлены как среднее  ± ошибка среднего и были 
проанализированы с помощью двухфакторного 
дисперсионного анализа ANOVA с независимыми 
факторами «генотип» и «препарат». При обнаруже-
нии значимого эффекта разница между группами 
была проанализирована с помощью post hoc анали-
за по Фишеру. Граница статистической значимости 
была установлена на уровне p < 0,05. Значительно 
отличающиеся от остальной выборки значения 
исключались после оценки методом Диксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние однократного введения ТС-2153 на 
активность ТПГ2 in  vitro в мозге у агрессивных 
и ручных крыс. Двухфакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA) не показал различий между аг-
рессивными и ручными крысами по активности 
ТПГ2 in  vitro в среднем мозге (F1,41  <  1), гиппо-
кампе (F1,40  <  1) и гипоталамусе (F1,38  <  1) (рис.  1). 
Нами было обнаружено влияние однократного 
введения ТС-2153 на этот показатель в гипотала-
мусе (F2,38  =  5,38, p  <  0,01), но не в среднем моз-
ге (F2,41  =  2,05, p  >  0,05) и гиппокампе (F2,40  =  2,1, 
p  >  0,05). Так, ТС-2153 снизил активность ТПГ2 в 
гипоталамусе как агрессивных, так и ручных крыс 
(p  <  0,05). Эффекта взаимодействия факторов «ге-
нотип» и «препарат» не наблюдалось ни в одной 
из исследованных нами структур (средний мозг: 
F2,41  <  1; гиппокамп: F2,40  <  1; гипоталамус: F2,38  <  1).

Влияние однократного введения ТС-2153 на 
экспрессию гена Tph2 в среднем мозге у агрес-
сивных и ручных крыс. Исследование экспрессии 
гена Tph2 в среднем мозге методом ПЦР с обрат-
ной транскрипцией (ОТ-ПЦР) показало повышен-
ный уровень мРНК данного гена у агрессивных 
крыс по сравнению с ручными (эффект генотипа: 
F1,34  =  13,31, p  <  0,001). В то же время не было обна-
ружено влияния однократного введения ТС-2153 
(F2,34  <  1) и взаимодействия факторов «препарат» и 
«генотип» (F2,34  <  1) на данный показатель (рис. 2).

Влияние однократного введения ТС-2153 на 
уровень белка ТПГ2 в мозге у агрессивных и 
ручных крыс. Значительный эффект влияния ге-
нотипа на уровень белка ТПГ2 наблюдался в гиппо-
кампе (F1,41  =  16,45, p  <  0,001) (рис. 3, б) и гипотала-
мусе (F1,37  =  7,01, p  <  0,05) (рис. 3, в), но не в среднем 
мозге (F1,35  =  1,55, p  >  0,05) (рис.  3,  а). Уровень экс-
прессии этого белка был повышен в гиппокампе 
и гипоталамусе агрессивных крыс по сравнению с 
ручными. Ни в одной из исследованных структур 
не было обнаружено эффекта однократного введе-
ния ТС-2153 (средний мозг: F2,35  =  1,26, p  >  0,05; гип-
покамп: F2,41  <  1; гипоталамус: F2,37  <  1) и эффекта 
взаимодействия «генотипа» и «препарата» (сред-
ний мозг: F2,35  <  1; гиппокамп: F2,41  =  1,68, p  >  0,05; 
гипоталамус: F2,37  =  1,26, p  >  0,05).

Влияние однократного введения ТС-2153 на 
активность MAO in  vitro в мозге у агрессивных 
и ручных крыс. Нами было обнаружено значи-
тельное повышение активности МАО в среднем 
мозге (F1,41  =  11,73, p  <  0,01) (рис. 4, а) и гиппокампе 
(F1,41  =  9,61, p  <  0,01) (рис. 4, б) агрессивных крыс по 
сравнению с ручными. В гипоталамусе не было 
выявлено межлинейных различий (F1,42  =  3,15, 
p  >  0,05) (рис. 4, в). Более того, ТС-2153 оказал влия-
ние на данный показатель в среднем мозге крыс 
(F2,41  =  4,19, p  <  0,05), значительно снизив актив-

Рис. 1. Влияние однократного введения растворителя (контроль) и ТС-2153 в дозировках 10 и 20  мг/кг на 
активность ТПГ2 (пмоль/мин на 1  мг белка) in  vitro в среднем мозге  (а), гиппокампе  (б) и гипоталамусе  (в) 
у агрессивных и ручных крыс. #  p  <  0,05 в сравнении с контрольной группой (7–8  животных в группе).  
1  – Агрессивные, контроль; 2  – агрессивные, ТС-2153: 10  мг/кг; 3  – агрессивные, ТС-2153: 20  мг/кг; 4  – ручные, 
контроль; 5  – ручные, ТС-2153: 10  мг/кг; 6  – ручные, ТС-2153: 20  мг/кг
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Рис. 2. Влияние однократного введения растворителя (контроль) и ТС-2153 в дозировках 10 и 20  мг/кг на 
уровень мРНК гена Tph2 в среднем мозге у агрессивных и ручных крыс. Уровень экспрессии рассчитывал-
ся как количество копий на 100  копий мРНК гена Polr2a. ***  p  <  0,001  – эффект генотипа (6–7  животных 
в  группе). 1  – Агрессивные, контроль; 2  – агрессивные, ТС-2153: 10  мг/кг; 3  – агрессивные, ТС-2153: 20  мг/кг;  
4  – ручные, контроль; 5  – ручные, ТС-2153: 10  мг/кг; 6  – ручные, ТС-2153: 20  мг/кг

Рис. 3. Влияние однократного введения растворителя (контроль) и ТС-2153 в дозировках 10 и 20  мг/кг на 
уровень белка ТПГ2 в среднем мозге  (а), гиппокампе  (б) и гипоталамусе (в) у агрессивных и ручных крыс. 
Уровень белка представлен в относительных единицах, нормализованных на соответствующий уровень бел-
ка GAPDH. *  p  < 0,05, ***  p  <  0,001  – эффект генотипа (5–8  животных в группе). 1  – Агрессивные, контроль;  
2  – агрессивные, ТС-2153: 10  мг/кг; 3  – агрессивные, ТС-2153: 20  мг/кг; 4  – ручные, контроль; 5  – ручные, 
ТС-2153: 10  мг/кг; 6  – ручные, ТС-2153: 20  мг/кг. Часть результатов иммуноблота на мембране, использован-
ных для обсчёта уровня белка ТПГ2: I – агрессивные, контроль; II – агрессивные, ТС-2153: 10 мг/кг; III – агрес-
сивные, ТС-2153: 20 мг/кг; IV – ручные, контроль; V – ручные, ТС-2153: 10 мг/кг; VI – ручные, ТС-2153: 20 мг/кг

ность МАО у ручных животных (p  <  0,05), в то 
время как снижение её активности у агрессивных 
крыс не было статистически значимым (p  =  0,07). 
В гиппокампе (F2,41  <  1) и гипоталамусе (F2,42  =  1,24, 
p  >  0,05) дисперсионный анализ не показал влия-
ния препарата. Также не наблюдалось значимого 
эффекта взаимодействия факторов «генотип» и 
«препарат» (средний мозг: F2,41  =  2,22, p  >  0,05; гип-
покамп: F2,41  <  1; гипоталамус: F2,42  =  1,97, p  >  0,05).

Влияние однократного введения ТС-2153 на 
экспрессию гена Maoa в мозге у агрессивных и 
ручных крыс. Экспрессия гена Maoa не различа-

лась у агрессивных и ручных крыс ни в одной из 
исследованных структур (средний мозг: F1,35  =  1,17, 
p  >  0,05; гиппокамп: F1,31  <  1; гипоталамус: F1,34  <  1)
(рис. 5). Эффекта однократного введения ТС-2153 не 
было обнаружено ни в среднем мозге (F2,35  =  1,72, 
p  >  0,05), ни в гиппокампе (F2,31  =  1,54, p  >  0,05), ни 
в гипоталамусе (F2,34  <  1). Эффект взаимодействия 
факторов «генотип» и «препарат» также не был 
статистически значимым (средний мозг: F2,35  <  1; 
гиппокамп: F2,31  <  1; гипоталамус: F2,34  <  1).

Влияние однократного введения ТС-2153 на 
уровень белка MAOA в мозге у агрессивных 
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Рис. 4. Влияние однократного введения растворителя (контроль) и ТС-2153 в дозировках 10 и 20  мг/кг на 
активность МAO (нмоль/мин на 1  мг белка) in  vitro в среднем мозге  (а), гиппокампе  (б) и гипоталамусе  (в) 
у агрессивных и ручных крыс. **  p < 0,01 – эффект генотипа, #  p < 0,05, %  p = 0,07 в сравнении с контрольной 
группой (7–8  животных в группе). 1  – Агрессивные, контроль; 2  – агрессивные, ТС-2153: 10  мг/кг; 3  – агрес-
сивные, ТС-2153: 20  мг/кг; 4  – ручные, контроль; 5  – ручные, ТС-2153: 10  мг/кг; 6  – ручные, ТС-2153: 20  мг/кг

Рис. 5. Влияние однократного введения растворителя (контроль) и ТС-2153 в дозировках 10 и 20  мг/кг на 
уровень мРНК гена Maoa в среднем мозге  (а), гиппокампе  (б) и гипоталамусе  (в) у агрессивных и ручных 
крыс. Уровень экспрессии рассчитывался как количество копий на 100  копий мРНК гена Polr2a (5–7  жи-
вотных в группе). 1  – Агрессивные, контроль; 2  – агрессивные, ТС-2153: 10  мг/кг; 3  – агрессивные, ТС-2153:  
20  мг/кг; 4  – ручные, контроль; 5  – ручные, ТС-2153: 10  мг/кг; 6  – ручные, ТС-2153: 20  мг/кг

и  ручных крыс. Уровень белка МАОА был досто-
верно выше в гипоталамусе агрессивных крыс 
по сравнению с ручными (F1,32  =  16,88, p  <  0,001) 
(рис. 6, в), в то время как в среднем мозге (F1,32  =  3,21, 
p  >  0,05)(рис.  6,  а) и гиппокампе (F1,39  =  2,44, p  >  0,05) 
(рис.  6,  б) эффект генотипа не был статистиче-
ски значимым. Однократное введение ТС-2153 
не повлияло на экспрессию данного белка (сред-
ний мозг: F2,32  <  1; гиппокамп: F2,39  <  1; гипотала-
мус: F2,32  <  1), также не было обнаружено эффекта 
взаимодействия генотипа и препарата в среднем 
мозге (F2,32  <  1) и гиппокампе (F2,39  <  1). В то же 
время значительный эффект взаимодействия этих 
факторов наблюдался в гипоталамусе агрессивных 
и ручных крыс (F2,32  =  5,71, p  <  0,01): ТС-2153 снизил 
уровень белка МАОА в данной структуре у руч-
ных животных (p  <  0,05), а у агрессивных наблюда- 
лась тенденция к его повышению (p  =  0,056).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время существуют противоречи-
вые данные относительно участия ТПГ2 в регу-
ляции агрессивного поведения. Так, некоторыми 
исследователями была получена положительная 
корреляция между экспрессией и активностью 
ТПГ2 и этим типом поведения  [2–6]. Однако но-
каут гена Tph2 приводил к повышению агрессии у 
мышей и крыс [9, 10]. Стоит отметить, что послед-
ствия нокаута какого-либо гена скорее отражают 
компенсаторные изменения, вызванные отсут-
ствием его продукта, чем эффекты самого гена. 
В  нашей работе мы показали, что экспрессия 
гена Tph2 в среднем мозге агрессивных крыс была 
выше, чем у ручных. В то же время уровень бел-
ка ТПГ2 был повышен у агрессивных животных 
в гиппокампе и гипоталамусе, но не в среднем 
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Рис. 6. Влияние однократного введения растворителя (контроль) и ТС-2153 в дозировках 10 и 20  мг/кг на 
уровень белка МАОА в среднем мозге  (а), гиппокампе  (б) и гипоталамусе  (в) у агрессивных и ручных крыс. 
Уровень белка представлен в относительных единицах, нормализованных на соответствующий уровень 
белка GAPDH. ***  p  <  0,001  – эффект генотипа, #  p  <  0,05, %  p  =  0,056 в сравнении с контрольной группой 
(4–8  животных в группе). 1  – Агрессивные, контроль; 2  – агрессивные, ТС-2153: 10  мг/кг; 3  – агрессивные, 
ТС-2153: 20  мг/кг; 4  – ручные, контроль; 5  – ручные, ТС-2153: 10  мг/кг; 6  – ручные, ТС-2153: 20  мг/кг. Часть 
результатов иммуноблота на мембране, использованных для обсчёта уровня белка МАОА: I  – агрессивные, 
контроль; II  – агрессивные, ТС-2153: 10  мг/кг; III  – агрессивные, ТС-2153: 20  мг/кг; IV  – ручные, контроль;  
V  – ручные, ТС-2153: 10  мг/кг; VI  – ручные, ТС-2153: 20  мг/кг

мозге (рис. 7). Эти результаты согласуются с основ-
ными данными о положительной корреляции экс-
прессии ТПГ2 и агрессивного поведения. Известно, 
что тела серотониновых нейронов находятся в яд-
рах шва среднего мозга, откуда отдают проекции 
в другие отделы ЦНС. Фермент ТПГ2 производится 
в телах серотониновых нейронов в среднем мозге 
и с помощью аксонального транспорта доставля-
ется в другие структуры мозга, где обеспечивает 
синтез серотонина в синаптических окончаниях. 
Таким образом, наблюдаемое в нашей работе уве-
личение уровня мРНК в среднем мозге, возможно, 
возникает в основном за счёт серотонинергиче-
ских нейронов, посылающих проекции в гиппо-
камп и гипоталамус, где наблюдается повышение 
уровня белка. Ферментативная активность ТПГ2 
не различалась между агрессивными и ручными 
крысами. Данные результаты расходятся с более 
ранними, полученными на крысах 24–27  поколе-
ний селекции, когда наблюдалось повышение ак-
тивности этого фермента в среднем мозге ручных 
крыс по сравнению с агрессивными  [20]. Наблю-
даемое расхождение может объясняться результа-
том продолжающихся перестроек в серотониновой 
системе у этих линий крыс за прошедшие 30  лет  
отбора.

Известно, что снижение экспрессии основного 
фермента разрушения серотонина МАОА приводит 
к повышению агрессии  [11–13, 16], однако в дан-
ной работе у агрессивных крыс мы обнаружи
ли повышенный базальный уровень этого белка 

в гипоталамусе по сравнению с ручными и повы-
шенный уровень активности МАО в среднем мозге 
и гиппокампе (рис.  7). Возможно, наблюдаемое 
повышение уровня белка и ферментативной ак-
тивности ассоциировано с этим специфическим 
типом агрессии. Так, ранее у ручных лисиц было 
показано снижение активности данного фермента 
в стволе мозга по сравнению с дикими [42], тогда 
как у агрессивных и ручных крыс 35–36  поколе-
ний селекции и диких серых крыс активность 
МАОА не различалась  [27]. Интересно, что нами 
не было обнаружено различий между генотипами 
в уровне мРНК гена Maoa на фоне изменений в 
уровне белка. Более того, различия в уровне белка 
и ферментативной активности не совпадают по 
локализации. Это может указывать на различные 
пути воздействия на регуляцию МАОА в зависи-
мости от структуры мозга.

Рис. 7. Межлинейные различия по активности и экс-
прессии ключевых ферментов серотониновой систе-
мы, ТПГ2 и МАОА, в среднем мозге, гиппокампе и ги-
поталамусе агрессивных и ручных крыс
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Ранее мы обнаружили, что у агрессивных 
крыс наблюдается более низкая экспрессия 5-НТ1А-
рецептора в среднем мозге [22], где он в основном 
экспрессируется пресинаптически, а его активация 
приводит к гиперполяризации серотонинергиче-
ских нейронов и ингибированию серотониновой 
сигнализации (обзор см. в работе Altieri et al. [43]). 
С другой стороны, экспрессия 5-НТ2А-рецепторов, 
которые являются известными активаторами 
5-НТ-системы (обзор см. в работе Raote et  al.  [44]), 
была повышена в среднем мозге, гиппокампе и ги-
поталамусе агрессивных крыс [22]. Таким образом, 
на основе наблюдаемых паттернов экспрессии 
этих двух типов рецепторов и более ранних дан-
ных о повышенном уровне серотонина в поясной 
коре, прилежащем ядре и скорлупе агрессивных 
крыс  [19] мы предположили, что данная линия 
характеризуется более активной 5-НТ-системой по 
сравнению с ручными крысами. Этот вывод под-
тверждается представленными здесь данными 
о повышенной активности и экспрессии ТПГ2 и 
МАОА  – основных ферментов синтеза и катабо-
лизма серотонина  – у агрессивных крыс.

В предыдущих исследованиях нами было 
показано, что у агрессивных крыс по сравнению 
с ручными был повышен уровень белка внутри-
клеточной трансдукции стриатумспецифичной 
протеинтирозинфосфатазы STEP  [28]. Этот белок 
играет существенную роль в развитии нейроде-
генеративных заболеваний. Более того, на мышах 
было показано, что ингибирование активности 
ТПГ2 с помощью пара-хлорфенилаланина приво-
дило к снижению уровня мРНК гена, кодирующего 
белок STEP в стриатуме [45], а в данной работе мы 
показали увеличение экспрессии ТПГ2 у агрессив-
ных животных. Эти результаты могут свидетель-
ствовать о связи этих двух ферментов. Возможно, 
что данное взаимодействие опосредовано нейро-
трофическим фактором мозга BDNF, ведь известно, 
что недостаток ТПГ2 при нокауте кодирующего  
её гена у мышей приводит к повышению экспрес-
сии белка BDNF [46, 47], который, в свою очередь, 
негативно коррелирует с экспрессией STEP.

Бензопентатиепин ТС-2153 является ингибито-
ром белка STEP  [48] и оказывает влияние на серо-
тонинергическую систему головного мозга [31–33]. 
Более того, нами было показано, что ТС-2153 сни-
жал проявление агрессии и уровень белка STEP у 
агрессивных крыс, а также оказывал анксиолити-
ческий эффект как на агрессивных, так и на руч-
ных животных  [28].

В данной работе мы обнаружили, что одно-
кратное введение ТС-2153 не оказало эффекта ни 
на уровень мРНК гена Tph2, ни на количество 
белка ТПГ2. Ранее на мышах также не было обна-
ружено влияния хронического введения ТС-2153 на 
экспрессию гена Tph2 в среднем мозге [33]. Однако 

ТС-2153 повлиял на активность ТПГ2 – снизил этот 
показатель в гипоталамусе как у агрессивных, так 
и у ручных крыс (рис. 8). В предварительных экс-
периментах in  vitro было показано, что ТС-2153 в 
концентрациях 0,01  мМ и меньше  – предположи-
тельные концентрации этого вещества в мозге 
крыс при используемых в этой работе дозиров-
ках  – напрямую не влиял на активность ТПГ2, 
а, значит, это вещество оказывает своё действие 
опосредованно. Активность ТПГ2 регулируется 
кальций/кальмодулин-зависимой протеинкина-
зой II [49], активность которой зависит от концен-
трации кальция. Ранее мы показали, что ТС-2153 
снижает активность серотониновых 5-HT2A-рецеп-
торов  [31], чья активация сопровождается повы-
шением внутриклеточной концентрации кальция, 
а антагонисты 5-HT2A-рецепторов блокируют это 
повышение  [50–52]. Таким образом, ТС-2153, сни-
жая функциональную активность 5-HT2A-рецепто-
ров, может влиять на концентрацию кальция, что 
приводит к снижению активности ТПГ2.

Снижение активности этого фермента под 
действием ТС-2153 согласуется с антиагрессив-
ным и анксиолитическим эффектами этого веще-
ства  [28]. Так как активность и экспрессия ТПГ2 
положительно коррелируют с уровнем агрессии, 
логично, что снижение активности этого фер-
мента сопровождается снижением выраженности 
агрессии. Однако действие ТС-2153 на активность 
ТПГ2 наблюдается как у агрессивных, так и руч-
ных крыс, хотя антиагрессивное действие про-
является только у агрессивной линии. Ручные 
крысы характеризуются почти максимальным 
баллом дружелюбного поведения в тесте «перчат-
ка», и, возможно, снижение активности ТПГ2 уже 
не приводит к видимым поведенческим эффектам 
в этом направлении. В то же время анксиоли-
тическое действие ТС-2153 наблюдается у обеих 
линий крыс. Оно тоже может быть опосредовано 
снижением активности ТПГ2: многочисленные 
исследования показали также положительную 
корреляцию между ТПГ2 и тревожностью (обзор 
см. в работе Kulikova et  al.  [53]).

Рис. 8. Влияние однократного введения ТС-2153 на ак-
тивность и экспрессию ТПГ2 и МАОА в среднем моз-
ге, гиппокампе и гипоталамусе агрессивных и  руч-
ных крыс
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ТС-2153 также повлиял на ферментативную 
активность МАО (рис.  8). Введение ТС-2153 сни-
зило активность этого фермента в среднем мозге 
агрессивных (на уровне тенденции) и ручных 
крыс. Известно, что ингибиторы МАО оказывают 
анксиолитический эффект  [54–56]. Ранее нами 
было показано, что однократное введение ТС-2153 
снизило тревожность у агрессивных и ручных 
крыс  [28] в  тесте «приподнятый крестообразный 
лабиринт». Возможно, что наблюдаемое измене-
ние поведения связано также с действием этого 
вещества на активность МАО в среднем мозге. 
Предварительные эксперименты показали, что 
ТС-2153 также не связывается напрямую с этим 
ферментом. Влияние данного вещества на ак-
тивность МАО может быть опосредовано через 
митоген-активируемую протеинкиназу p38, кото-
рая фосфорилирует серин в 209-м положении и 
деактивирует МАОА [57]. Активность же p38 тоже 
регулируется фосфорилированием, и этот белок 
является одной из мишеней фосфатазы STEP  [58]. 
При этом ТС-2153, ингибируя STEP, через p38 рас-
пространяет своё действие на активность МАОА.

В дополнение к этому ТС-2153 изменил уро-
вень белка МАОА, снизив его в гипоталамусе руч-
ных крыс, а в гипоталамусе агрессивных наблю-
далась тенденция к его повышению. При этом 
влияния на экспрессию гена Maoa не было выяв-
лено. Возможно, в данный временной промежу-
ток (5  часов после инъекции) уровень мРНК уже 
пришёл в норму, и мы видим только изменения 
в уровне белка. Гипоталамус является важней-
шим звеном гипоталамо-гипофизарно-надпочеч-
никовой системы (ГГНС) и регулятором реакции 
организма на стрессовое воздействие. Агрессив-
ные и ручные крысы различаются по базовому 
состоянию ГГНС и ответу на стресс  [34,  35,  59]. 
В  то же время пути регуляции экспрессии МАОА 
подвержены влиянию стресса и взаимосвязаны с 
ГГНС (обзор см. в работе Higuchi et al.  [60]). Таким 
образом, межлинейные различия агрессивных 
и ручных крыс в ГГНС могут служить причи-
ной разнонаправленного ответа на однократное 
введение ТС-2153 в гипоталамусе. В частности, 
известно, что транскрипционный фактор FoxO1 
является репрессором гена Maoa  [61]. Его актив-
ность, в свою очередь, регулируется киназами p38 
и ERK1/2 [62] – субстратами стриатумспецифичной 
протеинтирозинфосфатазы STEP [58], которую бло-
кирует ТС-2153. При этом эти две киназы оказы-
вают противоположное действие на FoxO1: p38 
активирует данный транскрипционный фактор, 
а ERK1/2  – деактивирует. Разнонаправленное дей-
ствие ингибитора STEP бензопентатиепина ТС-2153 
на уровень белка МАОА у агрессивных и ручных 
крыс может свидетельствовать о разном состоянии 
этих сигнальных путей у двух линий животных.

Таким образом, в данной работе мы обнару-
жили существенные различия в активности и 
экспрессии основных ферментов синтеза и ката-
болизма серотонина  – ТПГ2 и МАОА  – у крыс, се-
лекционированных в течение более 85 поколений 
на выраженное агрессивное поведение по отно-
шению к человеку или его отсутствие. Более того, 
мы показали, что у агрессивных и ручных крыс 
ингибитор белка STEP ТС-2153 снижает активность 
ТПГ2 и МАОА в гипоталамусе и среднем мозге со-
ответственно и разнонаправленно влияет на уро-
вень белка МАОА в гипоталамусе. Полученные в 
работе данные позволяют глубже понять вклад 
ключевых ферментов серотониновой системы в 
процессы, лежащие в основе агрессивного пове-
дения, вызванного страхом, а также пути влия-
ния вещества ТС-2153 на серотонинергическую 
систему мозга.
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KEY ENZYMES OF SEROTONERGIC SYSTEM TRYPTOPHAN 
HYDROXYLASE 2 AND MONOAMINE OXIDASE A IN THE BRAIN 

OF RATS SELECTIVELY BRED FOR REACTION TOWARD HUMANS: 
EFFECTS OF BENZOPENTATHIEPIN TC-2153
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In the Institute of cytology and genetics (Novosibirsk) for over 85 generations takes place a selection 
of grey rats for high aggression toward humans (aggressive rats) or its complete absence (tame rats). 
Aggressive rats are an interesting model to study fear-induced aggression. Benzopentathiepin TC-2153 
exerts an antiaggressive effect on aggressive rats and affects serotonergic system – an important reg-
ulator of aggression. The aim of this study was to investigate the TC-2153 effect on key serotonergic 
system enzymes – tryptophan hydroxylaze  2 (TPH2) and monoamine oxydase A (MAOA) – in the brain 
of aggressive and tame rats. TC-2153 (10 or 20  mg/kg) or vehicle were administered once i.p. to male 
aggressive and tame rats. TPH2 and MAOA enzymatic activity, mRNA and protein levels were assessed. 
Selection for high aggression level resulted in elevated Tph2 mRNA levels in the midbrain, TPH2 pro-
tein in hippocampus and TPH2 and MAOA proteins in hypothalamus. MAO activity was higher in the 
midbrain and hippocampus of aggressive rats while TPH2 activity did not differ between the strains. 
Single TC-2153 administration decreased TPH2 and MAO activity in hypothalamus and midbrain re-
spectively. The drug acted upon MAOA protein levels in hypothalamus: elevated that of aggressive 
rats and decreased in the tame ones. Thus, this study shows profound differences in the expression 
and activity of the key serotonergic system enzymes in the brain of rats selectively bred for highly 
aggressive behavior toward humans and its absence, and effects of benzopentathiepin TC-2153 on these 
enzymes may point to the mechanisms of its antiaggressive action.
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Интеграция ДНК копии генома ВИЧ-1 в клеточный геном приводит к появлению в нем ряда по-
вреждений, репарация которых абсолютно необходима для успешной репликации вируса. Ранее 
мы показали, что клеточные протеинкиназы ATM и DNA-PK, которые в норме обеспечивают ре-
парацию двуцепочечных разрывов ДНК, важны для инициации процесса постинтеграционной 
репарации ВИЧ-1, несмотря на то что в результате интеграции не образуются двуцепочечные 
разрывы ДНК. В  данной работе мы проанализировали изменение статуса фосфорилирования 
киназ ATM  (pSer1981), DNA-PK  (pSer2056) и родственной им киназы ATR  (pSer428), а также их 
мишеней: Chk1  (pSer345), Chk2  (pThr68), H2AX  (pSer139) и p53  (pSer15), в процессе постинтегра-
ционной репарации ВИЧ-1. Мы показали, что ATM и DNA-PK, но не ATR, автофосфорилируются 
в ходе постинтеграционной репарации, а также фосфорилируют белки-мишени Chk2 и  H2AX, 
что указывает на общность механизмов сигналинга при репарации двуцепочечных разрывов 
ДНК и постинтеграционной репарации ВИЧ-1.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ВИЧ-1, DNA-PK, ATM, протеинкиназы, репарация ДНК, постинтеграционная 
репарация.

DOI: 10.31857/S0320972524060113 EDN: XLBUOU

Принятые сокращения: кДНК – ДНК копия генома ВИЧ-1; ПИР – постинтеграционная репарация; ATM – му-
тантный при атаксии-телеангиэктазии белок; ATR – атаксия-телеангиэктазия и Rad3-родственный белок; Chk1 
и Chk2 – киназы 1 и 2 контрольной точки; DNA-PK – ДНК-зависимая протеинкиназа, DNA-PKcs – каталитическая 
субъединица DNA-PK; HR – гомологичная рекомбинация; NHEJ – процесс негомологичного соединения концов.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Жизненный цикл вируса иммунодефицита 
человека первого типа (ВИЧ-1)  – сложный много-
стадийный процесс, направленный на встраива-
ние вирусного генетического материала в геном 
клетки и продукцию новых вирионов. На первых 
этапах после проникновения вируса в клетку его 
РНК-геном переводится в форму двуцепочечной 
ДНК (кДНК) под действием вирусного фермента  – 
обратной транскриптазы. Эта кДНК в комплексе 
с другим важным вирусным ферментом  – интег
разой  – транспортируется в ядро, где интеграза 

катализирует встраивание кДНК в геном клетки. 
Этот процесс, называемый интеграцией, приводит 
к появлению повреждений клеточной ДНК в ме-
стах встраивания вирусной кДНК: пятинуклеотид-
ных одноцепочечных участков, расположенных по 
краям от встроенной кДНК, а также неспаренных 
динуклеотидов CA на 5′-концах кДНК  [1–3].

Эти повреждения должны быть исправлены 
для того, чтобы завершить интеграцию, восста-
новить целостность генома и обеспечить репли-
кацию вируса  [4]. Процесс исправления повреж-
дений и восстановления целостности генома 
получил название постинтеграционной репара-
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ции  (ПИР). Известно, что основную роль в ПИР 
играют клеточные белки  [4–6], однако точный 
механизм этого процесса не удалось установить 
до сих пор, как и не удалось прийти к консенсусу 
в вопросе, какие именно клеточные белки обеспе-
чивают восстановление целостности поврежден-
ной  ДНК.

В начале 2000-х годов стали появляться ука-
зания на возможное участие протеинкиназ из се-
мейства PIKK – ключевых регуляторов репарации 
двуцепочечных разрывов в ДНК  – в репликации 
ВИЧ-1. К  таким участникам относятся ДНК-зави-
симая протеинкиназа (DNA-PK), сформированная 
белками Ku70, Ku80 и каталитической субъедини-
цей DNA-PK (DNA-PKcs), и мутантный при атаксии-
телеангиэктазии белок ATM (аtaxia telangiectasia 
mutated protein)  [7–10]. Однако вопрос о том, в 
каком именно этапе жизненного цикла вируса эти 
белки принимают участие, оставался открытым. 
В  частности, вызывала сомнения возможность 
участия этих белков в процессе ПИР, поскольку в 
результате интеграции возникают одноцепочеч-
ные бреши в ДНК, но не образование двуцепочеч-
ных разрывов. Тем не менее нам удалось пока-
зать, что клеточные белки Ku70, Ku80, DNA-PKcs и 
ATM участвуют в процессе ПИР, причем к местам 
повреждений ДНК, вызванных интеграцией, эти 
белки привлекаются за счет образования ком-
плекса между интегразой ВИЧ-1 и белком Ku70, 
входящим в состав DNA-PK  [11,  12]. Ингибиторы 
фосфорилирующей активности как DNA-PK, так и 
ATM подавляли вирусную репликацию, действуя 
именно на этапе постинтеграционной репарации 
ВИЧ-1 [11,  12]. Это позволило сделать вывод, что 
обе протеинкиназы, DNA-PK и АТМ, активируются 
в результате взаимодействия с интегразой и за-
пускают тем самым процессы репарации ДНК и 
регуляции клеточного цикла. Однако до сих пор 
не известно, какие именно мишени этих киназ 
фосфорилируются в ходе  ПИР и насколько этот 
процесс в целом напоминает репарацию двуцепо-
чечных разрывов  ДНК.

В настоящем исследовании мы оценили, 
фосфорилируются ли стандартные мишени кле-
точного ответа на двуцепочечные разрывы ДНК, 
инициируемого протеинкиназами ATM и DNA-PK, 
в ходе ПИР ВИЧ-1. Параллельно было проанализи-
ровано, происходит ли фосфорилирование третьей 
протеинкиназы из семейства PIKK  – ATR (атак-
сия-телеангиэктазия и Rad3-родственный белок; 
ataxia-telangiectasia and Rad3-related protein) и ее 
основной мишени,  Chk1. Эта киназа инициирует 
репарацию одноцепочечных разрывов в ДНК, 
например, при остановке репликативной вилки, 
но не участвует в процессе  ПИР. Таким образом, 
мы оценили накопление фосфорилированных 
форм самих протеинкиназ: pSer2056-DNA-PKcs, 

pSer1981-ATM и pSer428-ATR, а также их наибо-
лее распространенных мишеней: pSer345-Chk1, 
pThr68-Chk2, pSer139-H2AX и pSer15-p53, в ответ на 
трансдукцию клеток лентивирусным вектором на 
основе генома ВИЧ-1. Установлено, что протеинки-
наза ATR, как и ее мишень, киназа 1 контрольной 
точки  (Chk1), практически не модифицируются в 
ходе ПИР, в то время как ATM и DNA-PKcs подвер-
гаются автофосфорилированию. Фосфорилируются 
также по указанным выше сайтам все протестиро-
ванные мишени ATM и DNA-PK: Chk2, H2AX и p53. 
Важно, что фосфорилирование ATM, DNA-PKcs, ки-
назы 2 контрольной точки (Chk2) и гистона H2AX 
происходит только в случае успешной интеграции 
и последующего образования комплекса интегра-
зы с  Ku70, а фосфорилирование p53 не связано с 
интеграцией и происходит в ответ на накопление 
линейной формы кДНК ВИЧ-1. Нам также уда-
лось впервые показать, что фосфорилированный 
гистон H2AX образует в ядрах трансдуцированных 
клеток локусы, типичные для процесса репарации 
двуцепочечных разрывов в ДНК, причем их коли-
чество и средняя интенсивность флуоресценции 
локусов напрямую отражают эффективность про-
текания ПИР и могут использоваться в качестве 
маркера эффективности этого процесса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток и наработка VSV-G 
псевдотипированных репликативно-некомпе-
тентных векторов на основе генома ВИЧ-1. 
Клетки HEK293T культивировали в среде DMEM, 
содержащей 10%  FBS, 100  ед./мл пенициллина и 
100 мкг/мл стрептомицина, в атмосфере 5% СО2 при 
37  °C. Для наработки VSV-G псевдотипированных 
репликативно-некомпетентных лентивирусных 
векторов на основе генома ВИЧ-1 c природным 
вариантом интегразы (HIV_wt) клетки HEK293T 
котрансфицировали кальций-фосфатным мето-
дом плазмидами pCMV-VSV-G («Addgene», США;  
#8454), pCMVΔR8.2 («Addgene»; #12263) и LeGo-G/BSD 
(«Addgene»; #27354) в соотношении 1/2/3 по массе. 
Для сборки векторов с мутантными формами ин-
тегразы HIV_mut, HIV_E152A, HIV_F185A плазмида 
pCMVΔR8.2 была заменена на аналогичную плаз-
миду с указанной мутацией, полученную в нашей 
лаборатории. Через 6  ч после трансфекции среду 
заменяли на новую. Лентивирусные векторы со-
бирали через 48 и 72  ч после трансфекции. Век-
торы концентрировали ультрацентрифугирова
нием с использованием углового ротора Type  45  Ti 
(«Beckman», США) в течение 2  ч при 30  000  g и 
температуре  4  °C.

Определение титра лентивирусных век-
торов. Для определения титра вектора HIV_wt 
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в  лунки 24-луночного планшета («Corning», США) 
переносили по 100 000 клеток HEK293T. Через 24 ч 
готовили серию 10-кратных разведений исходного 
образца вектора, и 5  мкл исходного вектора или 
его разведений использовали для трансдукции 
клеток  HEK293T. Через 48  ч с момента трансдук-
ции оценивали процентное содержание GFP-поло-
жительных клеток, содержащих зеленый флуо-
ресцентный белок (green fluorescent protein), в 
популяции с помощью метода проточной цитоме-
трии на приборе CytoFlex («Beckman»), и на осно-
вании этих данных рассчитывали концентрацию 
трансдуцирующих единиц в образцах. Поскольку 
векторы HIV_mut, HIV_E152A и HIV_F185A в своем 
составе содержат мутантные формы интегразы 
и у  них нарушен один из этапов раннего цикла 
ВИЧ-1, титр псевдовирусных частиц в этом слу-
чае оценить с использованием проточной цито-
метрии было невозможно. В  этом случае титр 
определяли с помощью ИФА-теста к p24-антигену 
ВИЧ-1 («Вектор-Бест», Россия).

Вестер-блот-анализ. 1  млн  клеток HEK293T 
трансдуцировали лентивирусным вектором 
HIV_wt при множественности инфекции (MOI), 
равной  10, или эквивалентным количеством лен-
тивирусных векторов HIV_mut, HIV_E152A или 
HIV_F185A. Через 2  ч среду с несвязавшимся век-
тором отбирали, клетки промывали 2 раза 1× ФСБ 
(фосфатно-солевой буфер, pH  =  7,4), после чего 
помещали в среду для культивирования. Через 
10  ч после трансдукции клетки лизировали при 
4  °С RIPA-буфером («Servicebio», Китай) с добавле-
нием ингибиторов фосфатаз Phosphatase inhibitor 
cocktail  2 и  3 («Sigma», США), а также ингибито-
ров протеаз Halt protease inhibitor cocktail («Pierce», 
США). Перед анализом остатки клеток удаля
ли центрифугированием при 14  000  g в течение 
10  мин при  4  °С. Для каждой экспериментальной 
точки определяли содержание белка в образцах 
с помощью набора DC protein assay kit («Bio-Rad», 
США), на гель наносили одинаковое количество 
белка. Анализируемые образцы клеточных лиза-
тов разделяли в градиентном (4–15%) геле Mini-
PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels («Bio-Rad»), 
переносили на PVDF-мембрану («Bio-Rad») мето-
дом полусухого переноса на приборе Trans-Blot 
Turbo Transfer System («Bio-Rad»). Исследуемые 
белки визуализировали первичными мышиными 
антителами на фосфорилированные формы р53 
(pSer15), первичными кроличьими антителами на 
DNA-PK (pSer2056), ATM (pSer1981), ATR (pSer428), 
Chk1 (pThr68), Chk2 (pSer345), γH2AX (pSer139) («Cell 
Signaling Technology», США). В  качестве вторич-
ных антител использовали HRP-конъюгирован-
ные антитела против кроличьих или мышиных 
антител («Cell Signaling Technology»). Визуализацию 
целевых белковых полос проводили с помощью 

субстрата пероксидазы хрена Clarity Western ECL 
substrate («Bio-Rad») в системе детекции люминес-
ценции ChemiDoc MP system («Bio-Rad»).

Для оценки влияния активности DNA-PK и 
ATM на накопление фосфорилированных форм 
p53  (pSer15) и H2AX  (pSer139) при трансдукции 
клеток лентивирусным вектором использовали 
ингибиторы DNA-PK  – Nu7441  («Sigma») и ATM  – 
Ku-55933  («Sigma») в концентрациях, при которых 
наблюдается 50%-ное подавление ПИР  [12]. Инги-
биторы были растворены в диметилсульфоксиде. 
В  работе с ингибиторами во всех эксперимен-
тальных точках поддерживали уровень диметил
сульфоксида в среде на  уровне  0,5%.

Оценка образования локусов γH2AX. Клет-
ки HEK293T рассевали на предварительно обра-
ботанные фибронектином покровные стекла, 
через 24  ч клетки трансдуцировали лентивирус-
ными векторами HIV_wt, HIV_mut, HIV_E152A, 
HIV_F185A при MOI  =  15. Через 12  ч после транс-
дукции клетки фиксировали 4%-ным параформ-
альдегидом (ПФА) на 1×  ФСБ в течение 15  мин 
при комнатной температуре. Параллельно с ука-
занными образцами был подготовлен препарат 
нетрансдуцированных клеток для оценки эндоген-
ного уровня локусов (отрицательный контроль),  
а также клетки, обработанные в течение 1  ч перед 
фиксацией 50  мкМ  этопозидом (положительный 
контроль). Окрашивание препаратов проводили 
по протоколу набора реагентов HCS  DNA  Damage 
Kit («Invitrogen», США). На  последнем этапе об-
разцы заключали в среду (Mowiol, DAPI 1  мкг/мл, 
DABCO  1  мг/мл, «Sigma»). Детектировали флуорес-
ценцию Alexa Fluor  555 и DAPI на микроскопе 
Eclipse-Ti2 («Nikon», Япония) с объективом 60×/1.4 
и sCMOS-камерой Neo («Andor», Ирландия) (эффек-
тивный размер пикселя  – 110  нм). Подсчет коли-
чества локусов и интенсивностей локусов про-
водили в программе ImageJ.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

DNA-PKcs, ATM и их мишени Chk2, H2AX и 
p53 фосфорилируются в ответ на трансдукцию 
клеток векторами на основе генома ВИЧ-1. 
Ранее при изучении вопроса возможного участия 
представителей семейства PIKK-киназ в ранних 
этапах репликации ВИЧ-1, а именно в регуляции 
ПИР, мы показали, что протекание ПИР зависит 
от фосфорилирующей активности ATM и DNA-PK, 
но не ATR [12]. Поскольку эти две киназы обычно 
активируются при появлении двуцепочечных раз-
рывов ДНК  [13], а в продукте интеграции кДНК 
ВИЧ-1 такие разрывы отсутствуют, можно было 
предположить, что дальнейший спектр клеточ-
ных реакций может отличаться от реакций,  
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Рис. 1. Анализ уровня фосфорилирования белков DNA-PKcs, ATM, ATR, Chk1, Chk2, p53 и H2AX в клетках, 
трансдуцированных HIV_wt, HIV_mut или нетрансдуцированном контроле  (Cntr), через 12  ч после добавле-
ния лентивирусных векторов. На  графике представлены уровни фосфорилированной формы белка в клет-
ках, трансдуцированных HIV_wt или HIV_mut, относительно нетрансдуцированного образца (среднее  ±  SD 
по трем независимым повторам). Статистическая значимость изменений в уровне фосфорилированного бел-
ка оценивалась с помощью двухфакторной ANOVA c поправкой на множественные сравнения по  Тьюки;  
ns  – статистические отличия отсутствуют, ****  p-value  <  0,0001

характерных для репарации двуцепочечных раз-
рывов. В связи с этим необходимо было проверить, 
фосфорилируются ли хорошо известные мишени 
ATM и DNA-PK при обработке клеток лентивирус-
ными векторами на основе генома  ВИЧ-1.

В качестве таких мишеней далее мы рассма-
тривали сами ферменты DNA-PKcs и ATM, т.к. они 
автофосфорилируются в ходе активации, а также 
их нижестоящие мишени Chk2, p53 и репаратив-
ный гистон H2AX. Помимо них, мы дополнительно 
решили проанализировать статус фосфорилиро-
вания ATR (автофосфорилируется при актива-
ции) и его мишени Chk1 в качестве негативного 
контроля, поскольку киназа ATR не участвует в 
репликации ВИЧ-1, и, следовательно, она не дол-
жна активироваться в ходе  ПИР. Клетки HEK293T 
трансдуцировали VSV-G псевдотипированным 
репликативно-некомпетентным лентивирусным 
вектором на основе генома ВИЧ-1 с природным 
вариантом интегразы (HIV_wt), и через 12  ч в бел-
ковых лизатах оценивали статус фосфорилирова-
ния Ser2056 в составе DNA-PKcs, Ser1981 – в составе 
ATM, Thr68  – в Chk2, Ser139  – в H2AX и Ser15  – 
в  p53, а также Ser428  – в ATR и Ser345  – в Chk1. 
В качестве контрольного образца использовались 
нетрансдуцированные клетки (рис. 1). Анализ фос-
форилированных форм проводили через 12  ч по-
сле трансдукции, поскольку максимальная эффек-
тивность ПИР наблюдается в интервале 10–18  ч 
после трансдукции  [12].

В образцах, обработанных вектором HIV_wt, 
детектировались фосфорилированные формы бел-
ков pSer2056-DNA-PKcs, pSer1981-ATM, pThr68-Chk2, 
pSer139-H2AX (γH2AX), а также pSer15-p53, причем 
их количества существенно превышали фоно-
вые значения в контрольных образцах  (рис.  1).  
В этих условиях, как и ожидалось, ни ATR, ни его 
мишень Chk1 практически не фосфорилировались.

Изменение статуса фосфорилирования указан-
ных белков может быть вызвано как протеканием 
ПИР, в ходе которого активируются DNA-PK и ATM, 
так и другими факторами, не связанными с ПИР. 
Для того чтобы понять, действительно ли моди-
фикации белков вызваны ПИР, мы дополнительно 
оценили поведение этих мишеней при обработке 
клеток лентивирусным вектором HIV_mut, коди-
рующим интегразу, с аминокислотными заме-
нами E212A/L213A, препятствующими ее взаимо-
действию с Ku70  [14]. Такие мутации в составе 
интегразы нарушают эффективное протекание 
ПИР у ВИЧ-1  [11]. В  этом случае практически все 
мишени, за исключением p53, фосфорилировались 
слабее  (рис.  1).

Накопление γH2AX и pSer15-p53 происхо-
дит по двум независимым путям. Для выясне-
ния причин различий фосфорилирования H2AX 
и p53 при трансдукции клеток векторами на 
основе ВИЧ-1 нами дополнительно был получен 
вектор HIV_E152A, содержащий в своем составе 
каталитически неактивную форму интегразы 
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Рис. 2. Вестерн-блот-анализ фосфорилированных форм p53  (pSer15) и H2AX  (pSer139). Cntr  – нетрансдуциро-
ванные вектором клетки; HIV_wt, HIV_mut, HIV_E152A, HIV_F185A  – клетки, трансдуцированные векторами 
на основе ВИЧ-1 с природным вариантом интегразы или соответствующей мутантной формой; образцы 
HIV_wt  +  Nu7441 и HIV_wt  +  Ku-55933 после трансдукции клеток вектором HIV_wt дополнительно обрабаты-
вали ингибитором DNA-PKcs  – Nu7441  (2  мкМ), или ингибитором ATM  – Ku-55933  (5  мкМ)

(замена  E152A) и не способный интегрировать 
вирусную кДНК  [15], а также вектор HIV_F185A, 
содержащий интегразу с заменой F185A. Эта ами-
нокислотная замена в составе интегразы препят-
ствует ее связыванию с обратной транскрипта-
зой ВИЧ-1, что нарушает корректное протекание 
обратной транскрипции  [16]. В  результате при 
трансдукции клеток вектором HIV_E152A в них 
накапливается линейная двуцепочечная кДНК, но 
она не может встроиться в геном клетки-хозяина, 
а в случае вектора HIV_F185A не происходит даже 
обратная транскрипция и в клетках присутствует 
лишь РНК-геном вируса.

Клетки HEK293T трансдуцировали векторами 
HIV_wt, HIV_mut, HIV_E152A или HIV_F185A, и че-
рез 12  ч в лизатах оценивали количество γH2AX 
и pSer15-p53 методом Вестерн-блоттинга  (рис.  2). 
Гистон H2AX эффективно фосфорилировался 
только в случае HIV_wt, а фосфорилирование p53 
происходило во всех случаях, когда в клетке син-
тезировалась кДНК, т.е.  при трансдукции клеток 
векторами HIV_wt, HIV_mut и HIV_E152A. Следо-
вательно, фосфорилирование  р53 не зависело ни 
от образования комплекса интегразы с  Ku70, ни 
от способности интегразы встраивать вирусную 
кДНК в геном клетки, однако оно не наблюдалось 
при трансдукции клеток вектором HIV_F185, не 
способным к обратной транскрипции. На  основа-
нии этих данных можно предположить, что сиг-
налом для фосфорилирования Ser15 в составе p53 
является сам факт появления линейной двуцепо-
чечной ДНК в трансдуцированных клетках.

Мы также оценили кинетику накопления 
γH2AX и pSer15-p53 при трансдукции клеток век-
торами HIV_wt, HIV_mut и HIV_E152A в интервале 
времени 10–18,5  ч после трансдукции, когда на-
блюдается максимальная эффективность ПИР [12]. 
В  случае псевдовируса HIV_wt высокий уровень 

фосфорилирования H2AX наблюдался уже через 
10  ч после трансдукции и сохранялся на протя-
жении всего этапа ПИР вплоть до 18,5  ч  (рис.  3). 
При трансдукции клеток вектором HIV_mut также 
накапливается γH2AX, но профиль его накопления 
существенно отличался: через 10  ч уровень γH2AX 
незначительно превышал фоновые значения, по-
сле чего постепенно нарастал, достигая максимума 
к 18,5  ч. Аналогичный профиль накопления γH2AX 
был зафиксирован для вектора HIV_E152  (рис.  3).  
Очевидно, фосфорилирование H2AX в случае 
HIV_mut и HIV_E152A обусловлено накоплением 
в  ядрах трансдуцированных клеток линейной 
кДНК вектора, а не повреждениями ДНК, возни-
кающими в ходе интеграции, как в случае HIV_wt. 
Профили накопления pSer15-p53 идентичны для 
всех трех типов векторов: через 10 ч после транс-
дукции фосфорилированная форма белка незначи-
тельно превосходит контрольные уровни, посте-
пенно возрастает, достигая максимального уровня 
через 18,5  ч  (рис.  3).

Вышеописанные результаты демонстрируют, 
что фосфорилирование p53 по Ser15 происходит 
не на этапе ПИР, однако остается открытым во-
прос, участвуют ли в этой модификации киназы 
ATM и DNA-PK. Для ответа на него мы оценили 
накопление фосфорилированной формы p53 при 
трансдукции клеток HEK293T вектором HIV_wt 
в присутствии ингибитора DNA-PKcs (Nu7441) 
или ингибитора ATM (Ku-55933). Оба ингибитора 
одинаково эффективно подавляли накопление 
γH2AX (рис. 2). Фосфорилирование p53 эффективно 
подавлялось ингибитором DNA-PKcs, а ингибитор 
ATM значительно в меньшей степени влиял на 
этот процесс  (рис.  2).

Таким образом, в ответ на интеграцию вирус-
ной кДНК и ПИР специфично фосфорилируются 
только H2AX. Фосфорилирование p53 происходит 
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Рис. 3. Кинетика накопления γH2AX и pSer15-p53 в клетках HEK293T, трансдуцированных векторами HIV_wt, 
HIV_mut или HIV_E152A через 10, 12, 14 и 18,5  ч после трансдукции. а  –  Вестерн-блот-анализ; б  –  количе-
ственный анализ результатов вестерн-блоттинга. За 1 принят уровень γH2AX и pSer15-p53 в клетках, транс-
дуцированных HIV_wt через 18,5  ч после добавления вектора. Образец, обозначенный как Cntr, не трансду-
цирован вектором

в  ответ на накопление в трансдуцированных 
клетках линейной кДНК ВИЧ-1, хотя и зависит 
от активности DNA-PKcs.

Накопление локусов γH2AX в ядрах транс-
дуцированных клеток может служить марке-
ром успешности протекания ПИР. Обработка 
клеток ионизирующим излучением или агентами, 
вызывающими появление в клеточной ДНК дву-
цепочечных разрывов, приводит к появлению в 
ядрах клеток локусов γH2AX. Этот процесс пре-
имущественно контролируется протеинкиназами 
ATM и DNA-PK  [17]. Каждый локус содержит по 
крайней мере несколько сотен молекул γH2AX, 
и число локусов коррелирует с числом двуцепо-
чечных разрывов по крайней мере на ранних 
стадиях репарации  [18]. В  нашем случае в ответ 
на ретровирусную интеграцию мы обнаружили 
увеличение уровня фосфорилирования гистона 
H2AX по  Ser139, поэтому мы решили проверить, 
формируются ли локусы γH2AX в ядрах транс-
дуцированных клеток и зависит ли их формиро-
вание от способности интегразы взаимодейство- 
вать с  Ku70.

Для этого клетки HEK293T трансдуцировали 
вектором HIV_wt при MOI  =  10 или аналогичным 
по  p24 количеством векторов HIV_mut, HIV_E152A 
и HIV_F185, и через 12  ч после трансдукции ана-

лизировали содержание локусов γH2AX методом 
иммуноцитохимии с использованием антител к 
pSer139-H2AХ и последующей визуализацией с 
помощью конфокальной микроскопии. Лишь в 
небольшой доле клеток без обработки лентиви-
русными векторами детектировались единичные 
локусы γH2AX (рис. 4, а). Для подтверждения рабо-
тоспособности наших антител, использованных в 
работе, мы проанализировали накопление γH2AX 
в ядрах клеток, обработанных в течение 1  ч пе-
ред фиксацией этопозидом  (50  мкМ)  – известным 
ингибитором топоизомеразы  II, который индуци-
рует накопление двуцепочечных разрывов в ДНК. 
В этих условиях практически все ядро клеток дава-
ло окрашивание антителами на  γH2AX  (рис.  4,  б), 
что говорит о множественных повреждениях ДНК 
при такой концентрации этопозида.

При трансдукции клеток вектором HIV_wt че-
рез 12  ч после добавления псевдовируса в ядрах 
клеток мы зафиксировали образование четко раз-
личимых локусов гистона γH2AX разной интен-
сивности  (рис.  4,  в). В  случае обработки клеток 
векторами HIV_E152A и HIV_F185A уровень γH2AX 
практически не отличался от контрольных кле-
ток (рис.  4, д и е). При трансдукции клеток векто-
ром HIV_mut, не способным эффективно иниции-
ровать ПИР, мы также наблюдали формирование 
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Рис. 4. Накопление локусов γH2AX в клетках HEK293T, трансдуцированных векторами на основе генома 
ВИЧ-1. а–е – Конфокальные изображения локусов γH2AX в клетках HEK293T без обработки (а), обработанных 
50 мкМ этопозидом в течение 1 ч перед фиксацией (б), трансдуцированных векторами HIV_wt (в), HIV_mut (г), 
HIV_E152A (д), HIV_F185A (е) при множественности инфекции (MOI), равной 10. Фиксация клеток проводилась 
через 12  ч после трансдукции. ж  –  Среднее число локусов γH2AX, приходящихся на одну клетку (проанали-
зировано суммарно 5000  клеток в трех технических повторах для каждого типа воздействия); статистиче-
ская значимость отличий оценена с использованием дисперсионного анализа  (ANOVA) с поправкой  Тьюки 
на множественные сравнения; ns  –  отличия отсутствуют, ***  p-значение  <  0,001, ****  p-значение  <  0,0001; 
з  –  средняя интенсивность флуоресценции локусов γH2AX; статистическая значимость отличий оценена 
с  помощью t-теста, **  p-значение  <  0,01
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локусов γH2AX (рис. 4, г), однако их среднее число 
на клетку и средняя интенсивность флуоресцен-
ции локусов была ниже, чем в случае HIV_wt в 1,4 
и 2  раза соответственно (рис.  4,  ж  и  з).

Таким образом, данные, полученные с помо-
щью конфокальной микроскопии и вестерн-блот-
тинга о разнице в накоплении γН2АХ в клетках, 
трансдуцированных псевдовирусами с инте-
гразой дикого типа и интегразой, не способной 
связываться с  Ku70, позволяют сделать вывод, 
что γН2АХ может быть использован в качестве 
маркера эффективности протекания ретровирус-
ной  ПИР.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Протеинкиназы из семейства PIKK (PI3K-related 
kinases), ATM, DNA-PK и ATR, являются ключевыми 
регуляторами клеточного ответа на повреждения 
ДНК. ATM и DNA-PK активируются в ответ на дву-
цепочечные повреждения ДНК, а ATR  – на про-
тяженные однонитевые участки ДНК, связанные 
с RPA-белком (replication protein A). Распознавание 
этих повреждений и активация соответствующих 
киназ происходит при участии сенсоров указан-
ных повреждений ДНК. Двуцепочечные разрывы 
ДНК распознаются гетеродимером Ku70–Ku80 или 
MRN-комплексом, что приводит к привлечению 
к местам повреждений DNA-PKcs или ATM соот-
ветственно. ATR к протяженным однонитевым 
участкам ДНК привлекается за счет кофактора  – 
ATRIP  [19]. Будучи активированными, эти белки 
фосфорилируют широкий спектр белков-мише-
ней, создавая оптимальные условия для репара-
ции повреждений ДНК [19–22]. Две из этих киназ, 
ATM и DNA-PK, наряду с сигнальной функцией 
способны напрямую запускать процессы репара-
ции двуцепочечных разрывов ДНК. Так, комплекс 
DNA-PK инициирует процесс негомологичного со-
единения концов (NHEJ, non-homologous end join
ing), а ATM  – гомологичную рекомбинацию (HR, 
homologous recombination) [13]. Несмотря на такую 
строгую специализацию каждой из киназ, совре-
менные данные говорят в пользу того, что все 
три киназы могут взаимно влиять, дополняя или 
модулируя активности друг друга в зависимости 
от контекста, в котором находится повреждение 
ДНК  [13,  17,  23–28].

При возникновении в клетке двуцепочеч-
ных разрывов ДНК и привлечении к ним DNA-
PK-комплекса происходит автофосфорилирование 
каталитической субъединицы DNA-PKcs по амино-
кислотным остаткам, расположенным в кластерах 
PQR и ABCDE [29]. Наиболее изученной модифика-
цией DNA-PKcs является фосфорилирование остат-
ка S2056, расположенного в PQR-кластере. Данная 

модификация используется в качестве маркера 
активации DNA-PK [30], но, помимо этого, регули-
рует ее конформацию и активность [31, 32]. Если к 
сайту повреждения ДНК привлекается ATM-киназа, 
она, аналогично DNA-PK, подвергается автофосфо-
рилированию по S1981, что приводит к ее димери-
зации и переходу в активную форму [33, 34]. Буду-
чи активированными, DNA-PKcs и ATM способны 
регулировать активности друг друга путем моди-
фикации дополнительных сайтов [13, 28], а также 
фосфорилируют напрямую или посредством акти-
вации посредников ряд важных мишеней. Среди 
них особое внимание привлекают белки Chk2, 
p53 и репаративный гистон  H2AX, накопление 
фосфорилированных форм которых (pThr68-Chk2, 
pSer15-p53 и pSer139-H2AX) происходит в ответ на 
генотоксический стресс [17, 35–38]. Если фосфори-
лирование Chk2 и p53 необходимо для останов-
ки клеточного цикла и создания благоприятных 
условий для репарации ДНК через регуляцию экс-
прессии p53-зависимых генов  [39], фосфорилиро-
вание гистона H2AX в местах повреждений ДНК 
регулирует репарацию ДНК напрямую, поскольку 
фосфорилированная форма гистона служит свое-
образной платформой для привлечения к местам 
повреждений ДНК факторов репарации и удержа-
ния их в этом месте вплоть до момента удаления 
повреждения  [40].

Аналогично ATM и DNA-PK, ATR автофосфори-
лируется по  S428 в ходе ее активации в ответ на 
протяженные однонитевые фрагменты ДНК  [41]. 
Активированная форма ATR фосфорилирует  Chk1. 
При окислительном стрессе ATR также способна 
стимулировать фосфорилирование гистона H2AX 
и p53, но путем активации  ATM  [42].

Интеграция генома ВИЧ-1 в клеточную ДНК 
приводит к появлению повреждений ДНК. К таким 
повреждениям можно отнести пятинуклеотидные 
однонитевые участки по краям от места встраива-
ния вирусной кДНК и неспаренные динуклеотиды 
5′-AC-3′ на 5′-концах вирусной ДНК. Успешная ре-
пликация вируса напрямую зависит от репарации 
указанных повреждений ДНК [11]. Ранее мы пока-
зали, что ПИР зависит от способности интегразы 
ВИЧ-1 взаимодействовать с клеточным белком 
Ku70 – компонентом DNA-PK-комплекса, а также от 
активности двух киназ из PIKK-семейства – ATM и 
DNA-PK, но не ATR [11,  12]. Поскольку двуцепочеч-
ные разрывы ДНК отсутствуют в продукте инте-
грации ВИЧ-1, а активация ATM и DNA-PK зависит 
от образования комплекса интегразы с  Ku70, мы 
задались вопросом, характерны ли для ПИР собы-
тия фосфорилирования самих киназ и их мише-
ней, описанные ранее для репарации двуцепочеч-
ных разрывов  в  ДНК.

В данном исследовании мы проанализиро-
вали образование автофосфорилированных форм 
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киназ pSer1981-ATM и pSer2056-DNA-PKcs, а также 
их мишеней pSer15-p53, pThr68-Chk2, pSer139-H2AX 
в ответ на трансдукцию клеток HEK293T ленти-
вирусным вектором на основе генома ВИЧ-1. 
Дополнительно мы проанализировали, накап-
ливается ли при трансдукции клеток фосфори-
лированная форма ATR  (pSer428) и ее мишени 
Chk1  (pSer345). Мы обнаружили, что в ответ на 
ретровирусную трансдукцию в клетках накапли-
ваются фосфорилированные формы ATM, DNA-PK, 
p53, Chk2 и H2AX, но не  ATR и  Chk1, что еще раз 
подтверждает отсутствие участия ATR в реплика- 
ции ВИЧ-1  [12].

С помощью лентивирусного вектора HIV_mut, 
не способного инициировать процесс ПИР, было 
установлено, что автофосфорилирование киназ 
ATM и DNA-PK, а также фосфорилирование их 
мишеней Chk2 и H2AX зависит от образования 
комплекса интеграза–Ku70. В  то же время фосфо-
рилирование p53 по  Ser15 не зависело от образо-
вания этого комплекса, поскольку его эффектив-
ность была одинаковой при трансдукции клеток 
векторами HIV_wt и HIV_mut. Анализ кинетики 
накопления pSer15-p53 при трансдукции клеток 
HIV_wt, HIV_mut и HIV_E152A, в котором подав-
лена интеграция, показал, что количество моди-
фицированного p53 постепенно возрастает в ин-
тервале 10–18,5  ч, достигая максимума к 18,5  ч. 
Мы полагаем, что в нашей системе модификация 
p53 происходит не в результате ПИР, а просто за 
счет накопления в трансдуцированных клетках 
линейной неинтегрированной кДНК ВИЧ-1. Это 
предположение подтверждается отсутствием фос-
форилирования р53 при использовании вектора 
HIV_F185, в котором не происходит обратной тран- 
скрипции.

В аналогичных условиях образование γH2AX 
эффективно происходило только в случае век-
тора, способного инициировать ПИР  (HIV_wt), 
причем высокий уровень γH2AX наблюдался на 
протяжении всего периода ПИР (10–18,5  ч). При 
трансдукции клеток HIV_mut и HIV_E152A γH2AX 
также детектировался, но кинетика его накопле-
ния существенно отличалась от образцов, транс-
дуцированных HIV_wt. Возможно, накопление 
γH2AX в случае векторов, не способных к ПИР 
или интеграции, вызвано появлением в клетках 
линейной двуцепочечной кДНК аналогично тому, 
как это происходит при модификации p53. Нам 
также удалось показать, что γH2AX в трансдуци-
рованных HIV_wt клетках распределен в ядре не 
диффузно, а формирует локусы, характерные для 
репарации двуцепочечных разрывов ДНК [18]. От-
личия в кинетике накопления γH2AX при транс-
дукции клеток разными векторами на основе 
ВИЧ-1 позволили нам предположить, что образо-
вание γH2AX (их число и средняя интенсивность 

локусов) может служить индикатором успешности 
протекания ПИР  ВИЧ-1.

Основываясь на полученных результатах, 
можно сделать вывод о том, что, хотя интегра-
ция кДНК ВИЧ-1 не приводит к появлению дву-
цепочечных разрывов в клеточной ДНК, процесс 
репарации вызванных интеграцией повреждений 
генома клетки по крайней мере на начальной ста-
дии очень похож на процессы репарации двуце-
почечных разрывов ДНК. В  ПИР участвуют те же 
PIKK-киназы, ATM и DNA-PK, что участвуют в про-
цессах NHEJ и  HR, они инициируют процесс ПИР 
путем автофосфорилирования и фосфорилирова-
ния своих мишеней – белков Chk2 и H2AX, как и в 
случае NHEJ и HR (рис. 5). Однако у этих процессов 
есть и серьезные отличия. Если к двуцепочечным 
разрывам в ДНК DNA-PKcs или ATM привлекаются 
за счет связывания, соответственно, гетеродимера 
Ku70–Ku80 или MRN-комплекса с ДНК, то в случае 
ПИР обе эти протеинкиназы привлекаются к ме-
стам повреждения ДНК в результате связывания 
белка  Ku70 с вирусной интегразой  (рис.  5). Кроме 
того, в ходе репарации двуцепочечных разрывов 
происходит фосфорилирование  р53. На  этапе же 
ПИР фосфорилирования p53 не происходит. Мы за-
фиксировали фосфорилированную форму р53 в 
ответ на накопление в трансдуцированных лен-
тивирусными векторами клетках линейной кДНК 
ВИЧ-1, причем в образовании этой фосфорилиро-
ванной формы р53 участвует не АТМ, а  DNA-PK.

Рис. 5. Фосфорилирование белков из систем клеточ-
ного ответа на двуцепочечные разрывы ДНК при 
постинтеграционной репарации ВИЧ-1. Интеграза 
ВИЧ-1, расположенная в местах встраивания гено-
ма ВИЧ-1 и, соответственно, маркирующая повреж-
дения ДНК, привлекает гетеродимерный комплекс 
Ku70–Ku80. Данный комплекс является строго необ-
ходимым для привлечения DNA-PK и ATM и после-
дующей активации этих киназ в местах поврежде-
ний ДНК, вызванных интеграцией ВИЧ-1. DNA-PK и 
ATM автофосфорилируются по pSer2056 и pSer1981. 
Активированные в ходе ПИР киназы фосфорилируют 
мишени H2AX и Chk2, но не p53. ATR в ПИР не уча-
ствует и не  активируется
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Постинтеграционная репарация ВИЧ-1  – важ-
ный этап в жизненном цикле вируса, без кото-
рого невозможна эффективная продукция новых 
вирусных частиц. Ранее нам удалось показать, 
что процесс ПИР запускается протеинкиназами из 
PIKK-семейства  – ATM и DNA-PK, которые обычно 
участвуют в клетке в репарации двуцепочечных 
разрывов  ДНК. Однако в ходе интеграции дву-
цепочечные разрывы не возникают, и к местам 
повреждений ДНК эти киназы привлекаются ком-
плексом вирусной интегразы и клеточного белка 
Ku70  – компонентом  DNA-PK.

В данном исследовании мы изучили, как меня-
ется статус автофосфорилирования киназ из семей-
ства PIKK (ATM, DNA-PK и ATR), а также их мише-
ней (Chk1, Chk2, H2AX и p53) в ходе ПИР ВИЧ-1. 
Было обнаружено, что ни протеинкиназа  ATR, ни 
ее мишень  Chk1 практически не модифицируют-
ся, в то время как ATM и DNA-PKcs подвергаются 
автофосфорилированию. Мишени двух последних 
киназ, а именно: Chk2, H2AX и  p53, также фосфо-
рилировались при трансдукции клеток ленти-
вирусными векторами на основе генома ВИЧ-1. 
Однако если ATM, DNA-PK, Chk2 и H2AX подверга-
лись модификации только в случае успешной ин-
теграции и последующего образования комплекса 
интегразы ВИЧ-1 с Ku70, p53 модифицировался в 
ответ на накопление в трансдуцированных клет-
ках кДНК и не зависел от способности интегразы 

взаимодействовать с  Ku70. Основываясь на полу-
ченных результатах, можно сделать вывод о том, 
что, хотя интеграция кДНК ВИЧ-1 не приводит к 
появлению двуцепочечных разрывов в клеточной 
ДНК, процесс репарации вызванных интеграцией 
повреждений генома клетки по крайней мере на 
начальной стадии похож на процессы репарации 
двуцепочечных разрывов ДНК, хотя и отличается 
в контексте фосфорилирования p53.
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Integration of the DNA copy of the HIV-1 genome into the cellular genome results in series of damages, 
the repair of which is critical for successful viral replication. We have previously demonstrated that 
the ATM and DNA-PK kinases, normally responsible for repairing double-strand breaks in the cellular 
DNA, are required to initiate HIV-1 post-integration repair, even though integration does not result 
in double-strand DNA breaks. In this study, we analyzed changes in the phosphorylation status of ATM 
(pSer1981), DNA-PK (pSer2056) and their related kinase ATR (pSer428), as well as their targets: Chk1 
(pSer345), Chk2 (pThr68), H2AX (pSer139) and p53 (pSer15) during HIV-1 post-integration repair. We 
have shown that ATM and DNA-PK, but not ATR, undergo autophosphorylation during postintegration 
DNA repair and phosphorylate their target proteins Chk2 and H2AX. These data indicate common 
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Первичные реакции переноса энергии возбуждения и разделения зарядов в фотосистеме 1 (ФС1) 
из пустынной зеленой водоросли Chlorella ohadii, выращенной при низкой освещенности, были 
исследованы методом широкополосной фемтосекундной спектроскопии «возбуждение-зонди-
рование» в диапазоне от  400 до 850  нм во временном диапазоне 100  фс–500  пс. Фотохимиче-
ские реакции инициировались с синего и красного края полосы поглощения  Qy хлорофилла и 
сравнивались с аналогичными процессами в ФС1 из цианобактерии Synechocystis  sp.  PCC  6803. 
При возбуждении ФС1 из C.  ohadii на длине волны 660  нм во временном интервале до 25 пс на-
блюдались процессы перераспределения энергии в светособирающих субъединицах комплекса,  
в то время как формирование стабильной ион-радикальной пары  P700+A1− в этих условиях было 
кинетически неоднородным с характерными временами 25 и 120  пс. При альтернативном вари-
анте возбуждения в красный край полосы  Qy на длине волны 715  нм в половине комплексов 
наблюдались первичные реакции разделения зарядов во временном диапазоне 7  пс, а в осталь-
ной части комплексов образование ион-радикальной пары  P700+A1− лимитировалось переносом 
энергии и происходило с характерным временем  70  пс. Аналогичные фотохимические реак-
ции в ФС1 из Synechocystis  6803 были существенно быстрее: при возбуждении на длине волны 
680 нм примерно в 30% комплексов образование первичных ион-радикальных пар происходило 
со временем  3  пс. При возбуждении на 720  нм в половине комплексов наблюдалось кинетиче-
ски неразрешимое сверхбыстрое первичное разделение зарядов, а последующее образование 
ион-радикальной пары  P700+A1− наблюдалось со временем  25  пс. Фотодинамика ФС1 из C.  ohadii 
имела заметное сходство с процессами переноса энергии возбуждения и разделения зарядов 
в ФС1 из микроводоросли Chlamydomonas reinhardtii, однако в динамике переноса энергии в ФС1 
из C.  ohadii наблюдались существенно более медленные компоненты.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: зеленая водоросль Chlorella ohadii, фемтосекундная лазерная спектроскопия, 
первичные фотохимические реакции, экситонная динамика, разделение зарядов.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время интерес многих исследо-
вателей в области первичных процессов фото-

синтеза привлечен к изучению фотосинтезирую-
щих организмов, обитающих в экстремальных 
экологических условиях. Такие условия могут 
включать, в частности, низкую и высокую осве-
щенность, температуру, влажность и спектраль-
ный состав света. Большой интерес представляет 
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Принятые сокращения: РЦ  – реакционный центр; ССА  – светособирающая антенна; ФС1  – фотосистема  1; 
Хл – хлорофилл; EADS – эволюционно-ассоциированные дифференциальные спектры; LHCI – светособирающий 
антенный комплекс I.

изучение структуры и функций пигмент-белковых 
комплексов фотосистемы  1  (ФС1) из организмов, 
живущих при исключительно высокой освещен-
ности. Одним из таких организмов является зе-
леная водоросль Chlorella ohadii, обнаруженная в 
почве пустыни Негев и способная к фотосинтезу 
в условиях чрезвычайно высокой освещенности 
(~2000  мкЭ)  [1]. В  недавней работе израильских и 
немецких ученых  [2] была выделена и подробно 
охарактеризована ФС1 из C.  ohadii. С  помощью 
криоэлектронной микроскопии с разрешением 
2,7  Å были получены структуры ФС1 из клеток, 
выращенных при низкой (40–100  мкЭ, ФС1LL) и 
при высокой (2500  мкЭ, ФС1HL) освещенности. Было 
показано, что ФС1LL состоит из 24  пигмент-белко-
вых субъединиц, объединенных в четыре струк-
турных компартмента: основной комплекс, вклю-
чающий реакционный центр  (РЦ) и внутреннюю 
(интегральную) светособирающую антенну  (ССА); 
пару внешних светособирающих антенных ком-
плексов I (LHCI), расположенных в виде двух опоя-
сывающих колец вблизи донорного участка РЦ, и 
один димерный комплекс  LHCI, локализованный 
вблизи от акцепторного участка  РЦ. Наиболее за-
метные различия в структурах комплексов ФС1LL  
и ФС1HL касаются внешней  ССА. LHCIHL содержит 
значительно меньше хлорофилла (Хл)  b, чем LHCILL: 
в большинстве субъединиц LHCIHL хотя бы одна 
молекула Хл  b заменялась Хл  а. Последовательно-
сти аминокислот в LHCI ФС1LL из C.  ohadii были 
высоко гомологичны последовательностям LHCI 
из эталонной зеленой водоросли Chlamydomonas 
reinhardtii. При этом расположение четырех субъ-
единиц  LHCI было идентично расположению 
в ФС1 растений, а оставшихся шести  – распо-
ложению в зеленых водорослях Chl.  reinhardtii и 
Bryopsis corticulans  [3–6].

Для изучения механизма переноса энергии и 
первичного разделения зарядов в фотосинтетиче-
ских комплексах ФС1 широко используются мето-
ды широкополосной фемтосекундной спектроско-
пии «возбуждение-зондирование»  [7–9]. Изучение 
реакций разделения зарядов в ФС1 цианобактерий 
затруднено наличием внутренней (интеграль-
ной) ССА, которая содержит примерно 90 молекул 
Хл  a [10,  11]. У водорослей и высших растений ССА 
ФС1 включает также дополнительные перифери-
ческие субъединицы, поэтому стехиометрия пиг-
ментного состава в этих структурах составляет 
200–250 молекул Хл  a и Хл  b на РЦ [12, 13]. В рабо-
тах Holzwarth  et  al.  [14–16] первичные фотохими-
ческие реакции ФС1 из водоросли Chl.  reinhardtii  
изучались, в частности, методом широкополосной 

фемтосекундной спектроскопии. Авторами было 
предположено, что в этом комплексе фотохимиче-
ские реакции могут протекать по двум механиз-
мам в зависимости от длины волны возбуждения. 
Возбуждение в красный край полосы Qy на длине 
волны 700  нм затрагивало непосредственно пиг-
менты  РЦ, что позволило авторам оценить ха-
рактерное время первичной реакции разделения 
зарядов, которое по их интерпретации получилось 
равным  3–5  пс  [15,  16].

Комплексы ФС1, выделенные из цианобакте-
рий Synechocystis sp. PCC 6803 и Thermosynechococcus 
elongatus, не содержат периферических светосо-
бирающих субъединиц  [10,  11]. При возбуждении 
этих комплексов в области 670–680  нм абсорбцион-
ные изменения на временном интервале до 10  пс 
обусловлены процессами миграции энергии во 
внутренней  ССА, а разделение зарядов с образо-
ванием первичной ион-радикальной пары лими-
тировано переносом энергии в  РЦ и происходит 
со временем 35–40  пс  [7,  17,  18]. При возбуждении 
этих комплексов с красного края полосы  Qy в 
области 720–760  нм наблюдалось сверхбыстрое 
разделение зарядов на временном интервале 
≤  0,2  пс  [19–21], что существенно быстрее оценок 
скорости первичных реакций, полученных для 
ФС1 из  Chl.  reinhardtii  [14–16].

Настоящая работа является первой из серии 
работ, посвященных исследованию сверхбыстрой 
кинетики переноса энергии и разделения зарядов 
ФС1LL из клеток C.  ohadii, выращенных при низ- 
кой освещенности, с помощью лазерной фемто-
секундной спектроскопии методом «возбуждение-
зондирование». В  работе проведено сравнение 
кинетики переходов спектральных интермедиа-
тов ФС1LL из C.  ohadii с переходами в эталонной 
ФС1 из цианобактерии Synechocystis  sp. PCC  6803. 
В дальнейшем планируется сравнение первичных 
процессов в ФС1LL и ФС1HL из клеток  C.  ohadii.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение комплексов ФС1 из клеток 
Chlorella ohadii, выращенных в условиях низкой 
освещенности. Комплексы ФС1 из C.  ohadii были 
выделены, как описано в работе Caspy  et  al.  [2]. 
Клетки выращивали при перемешивании и бар
ботировании воздухом и  CO2 при 25  °C и освеще-
нии 50  мкЭ. Клетки осаждали центрифугирова-
нием при 5000  g, промывали буфером Tris-NaOH 
(30 мМ, pH 8,0), содержащим 10 мМ NaCl и 10% са-
харозы, разрушали с помощью пресса Френча,  
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затем получали мембранную фракцию и солю-
билизировали, добавляя 1,5%  (w/v) n-додецил-β-D-
мальтозида  (ДДМ). Суперкомплекс ФС1 получали 
путем центрифугирования в градиенте плотно-
сти сахарозы (15–50%  сахарозы, 20  мМ  Tris-Tricin 
(pH 8,0), 300 мМ NaCl и 0,2% ДДМ) с использованием 
ротора SW-60 («Beckman», США) при 48  000  об/мин 
в течение  15  ч.

Выделение комплексов ФС1 из клеток циано-
бактерий Synechocystis  sp. PCC  6803. Клетки вы-
ращивали в среде BG-11 и осаждали при 10  000 g в 
течение 15 мин. Разрушение клеток осуществляли 
с помощью Френч-пресса с последующим осажде-
нием неразрушенных частиц при 3  000  g в течение 
10 мин. Далее, супернатант (мембранные фрагмен-
ты) был инкубирован в присутствии 1% (w/v) ДДМ 
в течение 2  ч при 4  °С при концентрации хлоро-
филла 0,5  мг/мл. После центрифугирования при 
14  000  g в течение 20  мин супернатант был нане-
сен на линейный градиент сахарозы (5–20% (w/v)) 
и далее был центрифугирован в течение 3  ч при 
140  000  g на роторе VTi50 («Beckman») (закуплен-
ном с помощью Программы развития МГУ) в соот-
ветствии с процедурой, описанной ранее  [22].

Сверхбыстрые абсорбционные изменения 
ΔA(λi,tm) регистрировались методом широкопо-
лосной фемтосекундной лазерной спектроскопии 
«возбуждение-зондирование» в оптическом диа-
пазоне 400  ≤  λ  ≤  850  нм на временных задержках  t 
от 100 фс до 500  пс. Экспериментальная установка 
и методика измерений были описаны ранее  [19]. 
Возбуждение ФС1 осуществлялось фемтосекунд-
ными лазерными импульсами с  максимумом на 
длинах волн 660  нм (длительность  – 40  фс, энер-
гия  – 0,8  нДж) и 715  нм (длительность  – 37  фс, 
энергия  – 4  нДж). Зондирование обеспечивалось 
широкополосными импульсами суперконтинуума 
при угле поляризации 54,7 градусов относительно 
поляризации возбуждающего импульса. Разност-
ные спектры поглощения в диапазоне 400–850  нм 
снимали с помощью ПЗС-камеры Newton («Andor», 
США), соединенной с полихроматором Acton SP-300 
(«Thermo Fisher Scientific», США). Эксперименты 
проводились при температуре 6  °С в проточной 
оптической ячейке с длиной оптического пути 
0,5  мм; диаметр области возбуждения  – 0,2  мм; 
оптическая плотность образца составляла 10 еди-
ниц при оптическом пути 1  см. Скорость циркуля-
ции в проточной ячейке (9  мл/мин) была доста-
точно высокой, чтобы избежать многократного 
возбуждения одного и того же объема пробы. 
Спектры корректировались дисперсией групповой 
задержки, как описано ранее  [23,  24]. Учет коге-
рентного артефакта и деконволюции аппаратной 
функции в области t  =  0 проводился по методике, 
предложенной в работах Dobryakov et al. [23,  25] и 
Cherepanov et al.  [26]. Экспериментальные данные 

для дифференциального спектра Хл  a в тетрагид-
рофуране взяты из работы  Cherepanov  et  al.  [27].

Математический анализ абсорбционной 
динамики включал разложение спектрально-вре-
менных матриц  ΔA(λl,tm) на линейную комбина-
цию n  дискретных экспоненциальных функций:

Q[τ](λ,t) = ΣDk (λ) · exp(−t /τk) + Dn+1(λ)	 (1)

в предположении, что характерные времена  {τk} 
не зависят от длины волны наблюдения  λ и, 
следовательно, могут рассматриваться как «гло-
бальные» параметры, определяемые нелинейной 
минимизацией суммы квадратов отклонений 
теоретической модели от экспериментальных 
данных. Зависящие от длины волны предэкспо-
ненциальные амплитуды  Dk(λ), рассчитываемые 
стандартным методом линейной регрессии для 
каждой экспоненциальной функции k, определяют 
спектры, связанные с распадом (Decay-Associated  
Spectra, DAS), одновременно рассчитывается фи-
нальный спектр Dn+1(λ). После определения харак-
терных времен  {τk} в соответствии с методикой, 
предложенной Stokkum et al. [28], рассчитывались 
дифференциальные спектры последовательных 
кинетических интермедиатов  – эволюционно-
ассоциированные дифференциальные спектры 
(evolution-associated difference spectra, EADS), пред-
ставляющие собой разностные спектры интерме-
диатов, возникающих в последовательной кине-
тической модели:

A1(λ) → A2(λ) → A3(λ) → ... → An+1(λ).	 (2)

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис. 1 спектр поглощения комплексов ФС1 
из микроводосли C.  ohadii сравнивается со спек-
тром ФС1 из цианобактерии Synechocystis  6803. 
Пигментный комплекс ФС1 цианобактерии вклю-
чает только внутреннюю (интегральную)  ССА, ее 
пигменты окружают кофакторы электрон-транс-
портной цепи. Мономер ФС1 из Synechocystis  6803 
содержит 96  молекул Хл  a и 20  молекул β-каро-
тина, а также 3 молекулы кантаксантина и эхине-
нона [29]. Комплекс ФС1 из C.  ohadii, помимо инте-
гральной антенны, включает 10  периферических 
подвижных светособирающих субъединиц, в це-
лом, на один РЦ этой ФС1 приходится 208 молекул 
Хл  a, 47  молекул Хл  b, 32  молекулы β-каротина, а 
также 30 молекул других каротиноидов (21 – люте-
ин, 4 – виолаксантин, 2 – астаксантин, 2 – β-крип-
токсантин, 1 – эхиненон), поглощающих в области 
470–520 нм [2]. Поглощение ФС1 из C.  ohadii в обла-
сти полосы Qy обусловлено преимущественно Хл  a.  

k = 1

n

τ1 τ2 τ3 τn
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Рис. 1. Сравнение спектров поглощения ФС1 из водоросли C. ohadii (1) и цианобактерии Synechocystis 6803 (2). 
Спектр ФС1 из C. ohadii аппроксимирован суммой спектров Хл a  (3), Хл b  (4) и бета-каротина (5) по методике 
из работы Cherepanov et al.  [26]. Относительные вклады Хл a и Хл b в модельный спектр (6) составляют 90% 
и  10% соответственно. В  области 600–750 нм представлены три фракции Хл  a с максимумами в полосе  Qy 
на 671  нм  (3а  – 40%), 685  нм  (3б  – 54%) и 705  нм  (3в  – 6%). На  вставке показан красный край спектров в  ло-
гарифмическом масштабе

Рис. 2. Спектральные изменения ФС1 из C.  ohadii вблизи полосы  Qy, инициированные возбуждением с мак-
симумом на 660  нм  (а) и 715  нм  (б). Шкала амплитуд показана справа от цветовых карт

В  спектре полосы  Qy можно выделить фракции 
с максимумом около 671  нм  (40%), 685  нм  (54%) 
и 704  нм  (6%), в то время как Хл  b вносит лишь 
небольшой вклад в полосу поглощения  Qy в об-
ласти 650–660  нм (рис.  1). Примечательно, что мо-
дельный спектр Хл  a, рассчитанный для ФС1 из 

C.  ohadii в области полосы  Qy (штрих-пунктир), 
хорошо воспроизводит спектр поглощения ФС1 
из Synechocystis  6803 (сплошная красная линия). 
Отличие двух спектров состоит в том, что длинно-
волновый край полосы Qy спектра ФС1 из C.  ohadii 
сдвинут на ~5 нм в красную сторону относительно 
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Рис. 3. Дифференциальные спектры последовательных кинетических интермедиатов (EADS) ФС1 из 
C.  ohadii  (а,  б) и Synechocystis  6803  (в,  г) в области Соре  (а,  в) и вблизи полосы  Qy  (б,  г). Возбуждение на дли-
нах волн 660  нм (C.  ohadii) и 680  нм (Synechocystis  6803). Характерные времена переходов  τi и соответствую-
щие им спектры  Ai(λ) получены с помощью нелинейной многоэкспоненциальной деконволюции

спектра ФС1 из Synechocystis 6803. Однако при этом 
асимптотический спад спектра ФС1 из C.  ohadii в 
области 710–760  нм, построенный в полулогариф-
мических координатах, совпадает с поглощением 
ФС1 из Synechocystis  6803 (вставка на  рис.  1).

Фотоиндуцированные изменения поглощения 
ФС1 из C.  ohadii, вызванные возбуждением с си-
него и красного краев полосы Qy на длинах волн 
660 и 715  нм, представлены на  рис.  2,  а  и  б  соот-
ветственно.

Возбуждение на 660  нм затрагивало преиму-
щественно фракции Хл  a антенны с максимумом 
около 670  нм (синяя кривая на  рис.  1), а после-
дующий перенос возбуждения в область основной 
полосы 685  нм происходил на временной шкале 
0,1–1  пс (сдвиг полосы выцветания Qy представлен 
на рис.  2,  а синим цветом). Установление равно-
весия с длинноволновыми формами Хл антенны, 
поглощающими в области 700  нм, происходило 
на временном интервале 3–10  пс, что видно по 
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Рис. 4. Спектры EADS ФС1 из C.  ohadii  (а,  б) и Synechocystis  6803  (в,  г) в области Соре  (а,  в) и вблизи поло-
сы  Qy  (б,  г). Возбуждение на длинах волн 715  нм  (C.  ohadii) и 720  нм  (Synechocystis  6803). Характерные вре-
мена переходов  τi и соответствующие им спектры  Ai(λ) получены с помощью нелинейной многоэкспонен-
циальной деконволюции

уширению области выцветания в этом временном 
диапазоне. Наконец, перенос энергии в  РЦ и раз-
деление зарядов с образованием ион-радикальной 
пары  P700+A1− происходило на временной шкале 
40–100  пс. Спектральным маркером катиона  P700+ 
является появление двух полос выцветания с ло-
кальными минимумам около  686 и 700  нм, тогда 
как образование аниона филлохинона  A1− не вы-
зывает заметных изменений поглощения в обла-
сти полосы  Qy  [30].

Возбуждение ФС1 из C.  ohadii с красного края 
полосы  Qy с центром на длине волны 715  нм 
затрагивало преимущественно длинноволновую 
фракцию Хл  a антенны с максимумом около 
705  нм (красная кривая на  рис.  1). В  этих услови-
ях установление равновесия в светособирающих 
комплексах происходило на временной шкале 
1–3  пс, что видно по сдвигу полосы выцветания 
на рис. 2, б в область коротких длин волн. Образо-
вание ион-радикальной пары  P700+A1− в этих усло-
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Рис. 5. Дифференциальный спектр возбужденного состояния мономера  Хл  a в растворе тетрагидрофурана

виях возбуждения происходило заметно быстрее – 
во временном диапазоне  20–50  пс.

Количественный анализ спектральной ди-
намики был проведен методом глобального раз-
ложения на экспоненциальные компоненты  (1) 
с помощью последовательной кинетической 
модели  (2). Последовательная модель позволяет 
качественно описать установление равновесия 
между различными фракциями Хл в антенне и 
лимитированное переносом энергии разделе-
ние зарядов в  РЦ. На  рис.  3 приведены спектры 
EADS комплексов из C.  ohadii и Synechocystis  6803, 
полученные при возбуждении ФС1 в синий край 
полосы  Qy на длинах волн  660 и 680  нм соответ- 
ственно.

Аналогичные спектры, полученные при возбу-
ждении ФС1 с красного края полосы  Qy на длине 
волны 715–720  нм приведены на  рис.  4.

Для интерпретации наблюдаемых спектраль-
ных интермедиатов важную информацию пре-
доставляет разностный спектр возбужденного 
состояния S1 мономера Хл  a в растворе тетрагидро-
фурана (рис.  5), помогающий выделить в спектрах 
EADS маркеры возбужденного состояния моле-
кул  Хл. К  числу особенностей разностного спек-
тра  S1 можно отнести следующие:

(i)  полоса выцветания  Qy с минимумом на 
668  нм, обусловленная исчезновением основного 
состояния и появлением стимулированного излу-
чения, имеет полуширину 20  нм (горизонтальная 
отметка на  рис.  5) и амплитуду, примерно рав-
ную амплитуде выцветания полосы Соре в обла-
сти  435–450  нм;

(ii)  в области 730  нм наблюдается дополни-
тельная отрицательная полоса стимулированного 
излучения (отмечена направленной вверх стрел-
кой), обусловленная сопряжением перехода S1→ S0 
с возбуждением вибронных колебаний макро
цикла  Хл;

(iii)  в области 770  нм наблюдается положи-
тельная полоса поглощения возбужденного со-
стояния (отмечена направленной вниз стрелкой), 
обусловленная переходом S1→ Sn на более высокий 
электронный уровень возбужденного  Хл;

(iv)  в области 460–500  нм спектр поглощения 
возбужденного состояния  Хл представляет со-
бой широкую полосу, не имеющую выраженной 
структуры; используя указанные маркеры, можно 
проводить интерпретацию наблюдаемых спек-
тров  EADS.

Как следует из рис. 3, а и б, при возбуждении 
ФС1 из C.  ohadii на длине волны 660  нм переход-
ные спектры на временных задержках до  25  пс 
(представлены темно-красной, красной и оранже-
вой линиями) соответствуют спектру возбужден-
ного  Хл  a: его характерными маркерами явля-
ются выцветание вибронной полосы в области 
740–750  нм и появление широкой положитель-
ной полосы в области 780–840  нм (вертикальные 
стрелки на  рис.  3,  б). Эволюция спектров в этом 
интервале отражает миграцию энергии к длинно-
волновым формам Хл антенны. Наиболее значи-
мые абсорбционные изменения, обусловленные 
образованием ион-радикальной пары  P700+A1−, мо-
гут быть описаны двумя экспоненциальными пе-
реходами с характерными временами 25 и 120  пс.  



ЧЕРЕПАНОВ и др.1136

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

По  всей видимости, различные компартменты 
ССА передают энергию в  РЦ с различной ско-
ростью, поэтому результирующая кинетика не 
является моноэкспоненциальной. Уменьшение 
общей амплитуды выцветания в области полосы 
Соре  (440  нм) и полосы Qy  (690  нм) коррелирует 
с исчезновением маркеров возбужденного состоя-
ния (полосы стимулированного излучения на 740–
750  нм и положительной полосы поглощения на 
780–840 нм), а также характеризуется появлением 
маркера поглощения катиона P700+ на 450 нм (вер-
тикальная стрелка на рис.  3,  а). Наиболее вероят-
ная интерпретация последней особенности – элек-
трохромный сдвиг полос Соре молекул Хл РЦ под 
действием электрического поля ион-радикальной 
пары  P700+A1−.

На рис. 3, в и г приведены аналогичные спек-
тры EADS для ФС1 из Synechocystis  6803 после воз-
буждении на длине волны 680 нм. На временных 
задержках до 2  пс переходные спектры, в целом, 
соответствуют спектру возбужденного Хл и близки 
к аналогичным спектрам ФС1 из C.  ohadii. Переход-
ный спектр  A3(λ), образующийся с характерным 
временем τ2  =  2,8  пс  (зеленая линия), характери-
зуется следующими особенностями: появляется 
длинноволновая полоса выцветания с мини-
мумом на 705  нм; амплитуда основной полосы 
выцветания на 688  нм уменьшается вдвое; при-
мерно вдвое уменьшается амплитуда выцветания 
вибронной сателлитной полосы на 750  нм; полоса 
поглощения возбужденного состояния в области 
780–840  нм не меняется; полоса выцветания в об-
ласти Соре (440–445  нм) практически не меняется, 
в то время как поглощение возбужденного состоя-
ния в области 460–500  нм уменьшается. В  сово-
купности эти изменения могут быть объяснены 
возникновением в  РЦ переходных состояний, в 
которых возбужденные экситон-сопряженные 
молекулы  Хл РЦ  (P700A0)* смешаны с состояния-
ми разделенных зарядов  P700+A0−  [20,  31]. Перенос 
электрона на хинонный акцептор и образование 
стабильной ион-радикальной пары  P700+A1− в ФС1 
из Synechocystis  6803 происходит с характерным 
временем  31  пс.

На рис. 4, а и б приведены спектры EADS для 
ФС1 из C.  ohadii после возбуждения с красного 
края полосы  Qy в области 715  нм. На  времен-
ных задержках до  7  пс спектральные изменения 
могут быть приписаны установлению равновесия 
с участием коротковолновых форм Хл антенны. 
Переходный спектр  A3(λ), образующийся с харак-
терным временем τ2  =  7  пс (зеленая линия), имеет  
признаки образования ион-радикальных состоя-
ний: уменьшаются амплитуды полосы выцвета-
ния на 690  нм и сателлитной полосы на 750  нм, 
а также полосы в области Соре  440  нм. Кроме 
того, увеличивается поглощение в области 455 нм, 

что является признаком появления катиона  P700+. 
Процесс разделения зарядов в этом варианте воз-
буждения ФС1 завершается переходом с характер-
ным временем  τ3  =  73  пс.

На рис. 4, в и г приведены спектры EADS для ФС1 
из Synechocystis 6803 после возбуждения с красного 
края полосы Qy в области 720 нм. В этих условиях  
возбуждения начальный переходный спектр A1(λ) 
на временных задержках до 0,38 пс (темно-красная 
линия) близок по форме к спектру A3(λ), образую-
щемуся со временем τ2 = 2,8 пс после возбуждения 
ФС1 из Synechocystis 6803 на 680 нм (рис. 3, в и г; зе-
леная линия). Переходный спектр A1(λ) в области 
полосы  Qy характеризуется двумя минимумами 
(при  690 и 704 нм) с амплитудой вдвое меньшей 
амплитуды начальной полосы выцветания при 
возбуждении на 680 нм  (рис.  3,  г; темно-красная 
линия). При этом выцветание вибронной полосы 
на 750 нм и поглощение возбужденного состоя-
ния в области 780–840 нм незначительно. Спектр 
выцветания полосы Соре и поглощения возбу-
жденного состояния в области 460–500 нм хорошо 
соответствует переходному спектру  A3(λ), обра-
зующемуся с характерным временем τ2 = 2,8  пс 
при возбуждении на 680 нм (рис. 3, в и г; зеленая 
линия). Таким образом, данные результаты под-
тверждают сделанный ранее вывод о непосред-
ственном возбуждении реакционного центра 
ФС1 и образовании в нем смешанных состояний 
с разделенными зарядами  P700+A0− при возбужде-
нии в области 720  нм  [19,  20]. Образование ста-
бильной ион-радикальной пары  P700+A1− в ФС1 
из  Synechocystis  6803 в этих условиях происходит 
с характерным временем 25 пс.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе спектральные изменения 
ФС1 из микроводоросли C.  ohadii, индуцированные 
возбуждением с синего и красного края полосы по-
глощения Qy, сравниваются с аналогичными изме-
нениями ФС1 из цианобактерии Synechocystis 6803. 
При возбуждении ФС1 из C.  ohadii на длине волны 
660  нм спектральная динамика во временном 
интервале до  25  пс отражает перераспределение 
энергии в светособирающих субъединицах ком-
плекса; образование стабильной ион-радикальной 
пары  P700+A1− в этих условиях лимитируется пере-
носом энергии в РЦ из двух пулов антенных ком-
плексов с характерными временами  25 и 120  пс 
соответственно. В аналогичных условиях перенос 
энергии в РЦ ФС1 из Synechocystis 6803 происходит 
существенно быстрее: в ~30% комплексов энергия 
попадает в РЦ со временем  3  пс, что вызывает 
образование первичных ион-радикальных пар;  
в остальной части комплексов возбуждение РЦ 
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Рис. 6. Карты континуального распределения времен жизни переходной кинетики поглощения ФС1 из 
C.  ohadii, построенные обратным преобразованием Лапласа с помощью программы CONTIN  [33] по данным, 
представленным на  рис.  2. Возбуждение на 660  нм  (а) и 715  нм  (б). Области уменьшения и увеличения 
поглощения отмечены синим и красным цветом в соответствии со шкалой, размещенной справа от карты

и формирование состояния  P700+A1− происходит со 
временем  31  пс. Сходные фотохимические реак-
ции в ФС1 из Synechocystis  6803 наблюдались ра-
нее  [7,  17,  18].

При альтернативном варианте возбуждения 
ФС1 из C.  ohadii в красный край полосы Qy на дли-
не волны 715  нм в 50%  комплексов наблюдается 
разделение зарядов с характерным временем 7  пс, 
в остальных 50%  − разделение зарядов и образо-
вание стабильной ион-радикальной пары  P700+A1− 
контролируется переносом энергии с характерным 
временем около  70  пс. В  аналогичных условиях 
в ФС1 из Synechocystis  6803 в половине комплек-
сов наблюдается сверхбыстрое (кинетически не-
разрешимое) разделение зарядов, последующая 
стабилизация и образование ион-радикальной 
пары  P700+A1− происходит со временем  25  пс [19].

Наблюдаемые различия в скорости образова-
ния ион-радикальных пар между комплексами 
ФС1 из двух организмов, по-видимому, связаны с 
различиями в их структуре. Центральная часть 
комплекса имеет единый план строения у всех 
кислород-выделяющих организмов, однако ком-
плексы ФС1 хлоропластного типа, характерные 
для зеленых водорослей и высших растений, окру-
жены внешней антенной из 8–10  пигмент-белко-
вых комплексов  LHCI. Поэтому в ФС1 из циано-
бактерии Synechocystis 6803 на один реакционный 
центр приходится 90  молекул Хл  а  ССА, а в зеле-
ной водоросли C.  ohadii  – 202  молекулы Хл  а и 
47 молекул Хл  b. В связи с этим возникает вопрос, 
типично ли такое медленное разделение зарядов 
для всех комплексов ФС1 хлоропластного типа.

Первичные фотохимические процессы были 
ранее исследованы в работах Holzwarth  et  al.  [14–
16] в ФС1 из зеленой водоросли Chl.  reinhardtii. Для 
корректного сопоставления спектральной дина-
мики ФС1 из C.  ohadii с картами плотности кон-
тинуального распределения характерных времен, 
опубликованными ранее  [14–16], аналогичные 
карты распределения характерных времен были 
рассчитаны методом обратного преобразования 
Лапласа  [32] с помощью программы CONTIN  [33]. 
На  рис.  6 приведены результаты континуального 
разложения фотодинамики в области полосы  Qy, 
представленной  на  рис.  2.

Главными особенностями распределения по-
ложительных и отрицательных областей на кар-
те плотности характерных времен для динамики 
ФС1 из Chl. reinhardtii при возбуждении на 670  нм 
является перенос возбуждения в длинноволновую 
сторону во временных диапазонах 0,1, 0,6 и 5 пс, а 
также увеличение поглощения в области полосы 
выцветания 685 нм со временем 25 пс (см. рис. 3, A 
в работе Müller  et  al.  [14]). Близкие кинетические 
компоненты наблюдаются и в динамике ФС1 из 
C. ohadii при возбуждении на 660 нм: перенос воз-
буждения в длинноволновую сторону происходит с 
характерными временами 0,1, 0,8 и 5 пс, а увеличе-
ние поглощения в области полосы 690 нм происхо-
дит с характерным временем 30 пс (рис. 6, а). Одна-
ко, в отличие от Chl. reinhardtii, в динамике ФС1 из 
C. ohadii наблюдается также фракция комплексов, 
в которых перенос энергии в реакционный центр 
и сопряженное с этим увеличение поглощения 
полосы 690  нм происходит со временем ~150 пс. 
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Основные переходы на картах континуального 
разложения в четырех временных диапазонах: 
0,8 пс, 5 пс, 30 пс и  150 пс  (рис. 6, а) хорошо совпа-
дают с результатами дискретного разложения  
(рис. 3, а и б).

При возбуждении ФС1 из Chl.  reinhardtii на 
длине волны 700  нм наблюдались кинетические 
компоненты переноса энергии в коротковолно- 
вую сторону с характерными временами 0,2 и 1  пс, 
а также увеличение поглощения в области поло-
сы выцветания 685  нм, обусловленное образова-
нием ион-радикальной пары P700+A1−  (см.  рис.  3,  B 
в работе Müller  et  al.  [14] и аналогичные карты 
распределения в работах Holzwarth  et  al.  [15,  16]). 
Кроме того, небольшую по амплитуде компоненту 
с характерным временем 7  пс авторы интерпре-
тировали как первичную реакцию разделения 
зарядов  [14–16].

В фотодинамике ФС1 из C.  ohadii при воз-
буждении на 715  нм перенос возбуждения в ко-
ротковолновую сторону происходит со временем 
1–2  пс  (рис.  4,  б и  6,  б), что несколько медленнее 
по сравнению с ФС1 из Chl.  reinhardtii. Это отличие 
может быть связано с более длинноволновым ха-
рактером возбуждения в данной работе. На  карте 
плотности во временном диапазоне 7–11  пс наблю-
дается увеличение поглощения в области полосы 
выцветания 690  нм (рис.  6,  б), которое коррелиру-
ет с увеличением поглощения в области 750  нм, 
увеличением поглощения в области Соре  (430–
450  нм) и уменьшением поглощения в области 
460–500  нм на спектрах EADS  (рис.  4,  а  и  б). Все 
вместе позволяет отнести наблюдаемые измене-
ния к реакции разделения зарядов, что согласу-
ется с интерпретацией компоненты 7  пс, предло-
женной ранее [14–16]. Однако в фотодинамике ФС1 
из C.  ohadii при возбуждении на 715  нм не наблю-
дается компонент в диапазоне 25–30  пс, но присут-
ствует более медленная компонента со временем 
70  пс (рис.  6,  б), которая отсутствует как в карте 
распределения ФС1 из Chl.  reinhardtii  (рис.  3,  B 
в работе Müller  et  al.  [14]), так и в динамике 
поглощения ФС1 из Synechocystis  6803  (рис.  4,  г). 
Однако спектр EADS компоненты 7  пс на рис.  4,  б 
не содержит локального минимума в области 
705  нм, характерного для первичной ион-ради-
кальной пары  P700+A0− (см.  рис.  4,  г и работы 
Shelaev et al.  [19] и Cherepanov et al.  [20]), поэтому 
механизм разделения зарядов с характерным вре-
менем 7 пс в ФС1 из C.  ohadii требует дальнейшего  
изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе спектральные изменения 
ФС1 из микроводоросли C.  ohadii, индуцированные 

возбуждением с синего и красного края полосы по-
глощения Qy, сравниваются с аналогичными изме-
нениями ФС1 из цианобактерии Synechocystis 6803. 
При возбуждении ФС1 из C.  ohadii на длине волны 
660  нм спектральная динамика во временном 
интервале до  25  пс отражает перераспределение 
энергии в светособирающих субъединицах ком-
плекса; образование стабильной ион-радикальной 
пары  P700+A1− в этих условиях лимитируется пере-
носом энергии в РЦ из двух пулов антенных ком-
плексов с характерными временами  25 и 120  пс 
соответственно. В аналогичных условиях перенос 
энергии в РЦ ФС1 из Synechocystis 6803 происходит 
существенно быстрее: в ~30% комплексов энергия 
попадает в  РЦ со временем  3  пс, что вызывает 
образование первичных ион-радикальных пар; 
в остальной части комплексов возбуждение РЦ 
и формирование состояния P700+A1− происходит со 
временем  31  пс.

При альтернативном варианте возбуждения 
ФС1 из C.  ohadii в красный край полосы  Qy на 
длине волны 715  нм в 50%  комплексов наблюда-
ется разделение зарядов с характерным временем 
7  пс, в остальных 50%  комплексов разделение за-
рядов и образование стабильной ион-радикальной 
пары  P700+A1− контролируется переносом энергии с 
характерным временем около 70  пс. Сходная фото-
динамика ФС1 из Synechocystis  6803 при возбужде-
нии на длине волны 720  нм описана  ранее  [19].

Сравнение кинетики переноса энергии воз-
буждения и переноса зарядов в ФС1 из микрово-
дорослей C.  ohadii и Chl.  reinhardtii демонстрирует 
их заметное сходство. Однако в кинетике пере-
носа энергии в ФС1 из C.  ohadii имеются более 
медленные компоненты, вероятно, обусловлен-
ные различием в структуре этих комплексов. 
В  целом, полученные данные свидетельствуют, 
что реакции разделения зарядов в ФС1 всех ана-
лизируемых организмов при возбуждении  ССА 
лимитированы переносом возбуждения в  РЦ, 
при этом скорость переноса энергии и образо-
вание ион-радикальной пары  P700+A1− замедля-
ется в ряду Synechocystis  6803  →  Chl.  reinhardtii  → 
→  C.  ohadii. При непосредственном возбуждении 
ФС1 цианобактерии Synechocystis  6803 в красный 
край полосы  Qy наблюдаются сверхбыстрые про-
цессы разделения зарядов в экситонно-сопряжен-
ной системе кофакторов  РЦ. Сравнение ФС1 из 
цианобактерий и зеленых водорослей показы-
вает, что размер антенны существенно ограни-
чивает скорость образования ион-радикальной 
пары. Несмотря на сходный общий размер и близ-
кую структуру ФС1 из C.  ohadii и Chl.  reinhardtii,  
ССА из C.  ohadii включает длинноволновую 
фракцию Хл  a, перенос энергии возбуждения 
от которой в  РЦ происходит во временном диа- 
пазоне  150  пс.
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Primary excitation energy transfer and charge separation reactions in photosystem  I  (PSI) from the 
extremophile desert green alga Chlorella ohadii, grown in low light, were studied using broadband 
femtosecond pump-probe spectroscopy in the spectral range from 400 to 850  nm and in the time 
range of 50  fs–500  ps. Photochemical reactions were induced by the excitation into the blue and red 
edges of the chlorophyll Qy absorption band, and compared with similar processes in PSI from the 
cyanobacterium Synechocystis  sp. PCC  6803. When PSI from C.  ohadii was excited at a wavelength 
of 660  nm, the processes of energy redistribution in the light-harvesting antenna of the complex were 
observed in a time interval of up to 25  ps, while the formation of a stable ion-radical pair P700+A1− 
was kinetically heterogeneous with characteristic times of 25 and 120  ps. With an alternative variant 
of excitation into the red edge of the Qy band at a wavelength of 715  nm, in half of the complex-
es, primary charge separation reactions were observed in the time range of 7  ps. In the rest of the 
complexes, the formation of the ion-radical pair P700+A1− was limited by energy transfer and occurred 
with a characteristic time of 70  ps. Similar photochemical reactions in PSI from Synechocystis  6803 
were significantly faster: upon excitation at a wavelength of 680  nm, in ~30% of the complexes, the 
formation of primary ion-radical pairs occurred with a time of 3  ps. Upon excitation at 720  nm, ki-
netically unresolvable ultrafast primary charge separation was observed in half of the complexes, and 
the subsequent formation of a P700+A1− ion-radical pair was observed at 25  ps. The  photodynamics of 
PSI from C.  ohadii had a noticeable similarity with the processes of excitation energy transfer and 
charge separation in PSI from the microalga Chlamydomonas reinhardtii; however, in the PSI from  
C.  ohadii slower components in the energy transfer dynamics were also observed.

Keywords: green alga Chlorella ohadii, femtosecond laser spectroscopy, primary photochemical reac-
tions, excitonic dynamics, charge separation
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Александр Яковлевич Фриденштейн – выдаю-
щийся советский и российский учёный, имя кото-
рого как открывателя мультипотентных мезенхи-
мальных стволовых стромальных клеток (МСК), 
создателя концепции кроветворного и лимфоид-
ного микроокружения органов гемо- и лимфопоэ-
за широко известно в отечественном и мировом 
научном сообществе.

Будущий учёный родился в Киеве в 1924 году. 
По окончании школы он поступил в Военно-меди-
цинскую академию им.  С.М.  Кирова в Ленингра-
де (Санкт-Петербурге), но в 1945  г. по состоянию 
здоровья был демобилизован из академии и вер-
нулся в Москву, где был зачислен в Московский 
медицинский институт МЗ  РСФСР. Студентом он 
принимал активное участие в работе кафедры 
гистологии по теме «Регенерация кожи и костей 
у амфибий». По окончании учёбы поступил в 
аспирантуру при кафедре гистологии, продолжая  
под руководством известных ученых-гистологов 
А.В.  Румянцева и А.Н.  Студицкого исследование фи-
зиологической и репаративной регенерации кожи 
и костей у земноводных. В 1950  году А.Я.  Фриден-
штейн успешно защитил кандидатскую диссерта-
цию на тему «Гистогенез висцерального скелета 
высших позвоночных». Профессор А.Н. Студицкий 
«горячо рекомендовал его как хорошо подготов-
ленного, талантливого, молодого учёного, который 
может принести пользу в любом научно-исследо-
вательском институте».

Дальнейшая научная деятельность Александра 
Яковлевича была связана с НИИЭМ им.  Н.Ф.  Га-
малеи АМН  СССР, где он начинал в должности 
младшего научного сотрудника в отделе специ-
фической профилактики и терапии туберкулёза, 
руководимом проф. А.И.  Тогуновой. А затем в 
1955 году он перешёл в отдел радиационной мик-
робиологии под руководством академика В.Л.  Тро-
ицкого, основоположника отечественной радиаци-
онной микробиологии и иммунологии. Отдел был  

создан в связи с развитием использования мир-
ного атома и проведением испытаний ядерного 
оружия. Эти факторы определили направления 
исследований: фагоцитоз, естественный иммуни-
тет у облученных животных. В центре научных 
интересов А.Я.  Фриденштейна было изучение но-
вообразованной костной ткани, индуцированной 
факторами, вырабатываемыми переходным эпите-
лием мочевого пузыря. Результатом исследования 
этой темы стала докторская диссертация «Гисто-
генетический анализ внескелетного остеогенеза» 
(по специальности «гистология»), которую он 
защитил в 1960  г.; ему была присуждена степень 
доктора биологических наук.

В 1963 г. в отделе была создана лаборатория 
иммуноморфологии, которой А.Я.  Фриденштейн 
руководил 25 лет. В том же году Александр Яковле-
вич впервые начал и потом продолжал в течение 
30 лет преподавать иммуноморфологию студентам 
кафедры гистологии биологического факультета 
МГУ им.  М.В.  Ломоносова. Большая эрудиция, не-
ординарный ум, оригинальность мышления, ис
пользование в лекциях новейших материалов по 
иммунологии привлекали в аудиторию и студен-
тов других кафедр, и преподавателей. А.Я.  Фри-
денштейн пользовался у студентов огромной 
популярностью, его авторитет как учёного был 
непоколебимым. Количество желающих работать 
у него было столь велико, что в результате 70–75% 
сотрудников его лаборатории составили выпуск-
ники кафедры гистологии.

Замечательно точно описал атмосферу, царив-
шую в лаборатории, Давид Георгиевич Иоселиани, 
известнейший учёный, профессор, академик  РАН, 
начинавший свою научную деятельность аспи-
рантом в лаборатории Фриденштейна: «Возглав-
ляемый им коллектив жил на одном дыхании: 
бесконечные разнообразные эксперименты, обсу-
ждение полученных данных, споры. И всё это 
в демократичной, интеллигентной атмосфере… 
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Беседы с учителем происходили довольно редко, 
но этого было достаточно, чтобы надолго заря-
диться новыми мыслями, идеями. При своей демо-
кратичности и мягкости Александр Яковлевич был 
строгим и требовательным. И чрезвычайно скром-
ным. Не чины и должности, а только сама Наука, 
радость поиска, всегда была для него главной».

Фриденштейн был одним из организато-
ров и активным участником Клуба иммуноло-
гов, созданного директором Института НИИЭМ 
им.  Н.Ф.  Гамалеи академиком О.В.  Барояном. Этот 
Клуб стал кузницей будущих директоров инсти
тутов и заведующих лабораториями. Не пропускал 
он и дискуссионные семинары И.М.  Гельфанда, 
одного из крупнейших математиков XX  века, на 
которые приглашали не только математиков, но 
и ведущих биологов, врачей. Но любимым дети-
щем А.Я.  Фриденштейна оставалась лаборатория 
иммуноморфологии. Им была создана серьезная 
научная школа, подготовлены 22 кандидата и 
10  докторов наук, были опубликованы в соавтор-
стве 212 статей и 6 монографий, одна из которых 
написана совместно с известным гематологом 
проф. И.Л.  Чертковым  – «Кроветворное микро-
окружение». Эта книга остаётся настольной для 
биологов и врачей. Увлечение работами выдаю-
щихся ученых И.И.  Мечникова, А.А.  Максимова, 
создавших на грани XIX–XX  вв. новое научное 
направление – иммуноморфологию, определило 
круг исследований Александра Яковлевича: изуче-
ние гистогенетических отношений между крове-
творными и лимфоидными клетками и стромой 
органов гемо- и лимфопоэза. Основным методом 
работы на первом этапе была гетеротопная транс-
плантация костного мозга, фрагменты которого, 
помещенные под капсулу почки, формировали 
кость с костным мозгом. Впервые было установ-
лено, что формирование кроветворного органа на 
месте трансплантации фрагмента костного мозга 
обеспечивается приживлением стромальных кост-
номозговых клеток, а именно популяцией клеток, 
которые способны дифференцироваться, образуя 
костную, хрящевую, фиброзную, жировую ткани. 
Методом повторных трансплантаций костного 
мозга с использованием межлинейных гибридов 
был проведен дискриминантный анализ принад-
лежности стромальной ткани [1, 2]. Эти пионер-
ские работы А.Я.  Фриденштейна, А.И.  Куралесовой, 
позже и К.В.  Петракова показали, что стромаль-
ные клетки способны к длительному самоподдер-
жанию и являются самостоятельной, независимой 
от кроветворной, линией клеток. В костном мозге 
радиационных химер остеогенная ткань принад-
лежит реципиенту, а кроветворная ткань – донору, 
тогда как в гетеротопных трансплантатах фраг-
ментов костного мозга остеогенная ткань имеет 
донорское происхождение, а кроветворные посте-

пенно замещаются реципиентскими [3, 4]. Выводы 
о независимости стромальных клеток от крове-
творных были получены при использовании толе-
рантных животных [5]. К аналогичному выводу 
о независимости стромальных клеток от лим-
фоидных элементов пришёл М.С.  Дидух при при-
менении антилинейных сывороток в ходе транс-
плантации лимфатических узлов и тимуса [6]. 
На втором этапе исследования были проведены 
на модели in  vitro. Учеником А.Я.  Фриденштейна 
Рубеном Карповичем Чайлахяном были разрабо-
таны методы визуализации стромальных клеток 
костного мозга, получения in  vitro клонов стро-
мальных клеток костного мозга и моноклональ-
ных диплоидных штаммов костного мозга. Все эти 
методы получили безоговорочное международное 
признание и активно востребованы сегодня [7, 8]. 
Последователи А.Я.  Фриденштейна Р.К.  Чайлахян, 
А.А.  Иванов-Смоленский, Н.В.  Лациник, Ю.В.  Гера-
симов, А.И.  Куралесова с помощью цейтраферной 
съёмки, хромосомных меток (половых хромосом 
или хромосом Т6Т6) и по данным типирования по 
изоантигенам доказали, что дискретные колонии 
фибробластов, образующиеся in  vitro, являются 
клонами [9–11]. Трансплантации in  vivo штаммов 
фибробластов в желатиновых губках под капсулу 
почки приводят к образованию исходного орга-
на. Именно эти клетки ответственны за создание 
специфического микроокружения. Они способны 
формировать 4 типа тканей: костную, хрящевую, 
ретикулярную, жировую. С помощью методов 
Р.К.  Чайлахяна учёные лаборатории А.Я.  Фриден-
штейна исследовали пролиферативные и диффе-
ренцировочные потенции МСК, их количествен-
ное содержание в органах и тканях организма, 
в крови в норме, при патологии и облучении, 
взаимодействии с антигенами, с кроветворными 
и лимфоидными клетками, при кюретаже и при 
трансплантации диссоциированных клеток кост-
ного мозга [12–14]. Способность клеток к самопод-
держанию в течение 40 пассажей при сохранении 
диплоидности позволили перейти к применению 
МСК в клинике [15]. Костный мозг, извлёченный у 
пациента, культивировали in  vitro 1,5–2 месяца и 
помещали на носители в место травмы. В течение 
2 месяцев вновь образованная кость заполняла 
всю полость, обеспечивая полную социализацию 
пациента. Переход А.Я.  Фриденштейна и его достой-
ного преемника Р.К.  Чайлахяна, унаследовавшего 
его лабораторию, к внедрению стволовых стро-
мальных клеток в практику здравоохранения стал 
апофеозом их научной и врачебной деятельности.

Александр Яковлевич плодотворно сотрудни-
чал и с зарубежными коллегами. Так, по резуль-
татам его совместной работы с М.  Owen (Оксфорд, 
Англия) были опубликованы статьи по диф
ференцировке и маркерам остеогенных клеток, 
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с  лабораторией Р.  Robby (Бетесда, США)  – статьи 
о влиянии ростовых факторов на эффективность 
клонирования МСК костного мозга [16].

Методы, разработанные А.Я.  Фриденштейном 
и его учениками, актуальны по сей день и вос-
требованы как в научных исследованиях, так и 

в клинической практике. Они дали возможность 
откликнуться на новые веяния в терапии: напри-
мер, использование экзосом, обладающих значи-
тельными терапевтическими возможностями.

Имя великого учёного А.Я.  Фриденштейна 
навсегда останется в истории мировой науки.
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