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Белок Bag3 (Bcl-2 associated athanogene) содержит несколько доменов и взаимодействует с боль-
шим набором различных белков-партнёров, среди которых есть малые белки теплового шока 
(small heat shock proteins, sHsp) и белки теплового шока семейства Hsp70. Тройной комплекс 
Bag3–sHsp–Hsp70 связывает и переносит в фагосомы денатурированные белки и таким обра-
зом играет ключевую роль в процессе шаперон-зависимой селективной автофагии (chaperone 
assisted selective autophagy, CASA). Помимо этого, данный комплекс регулирует сборку стресс-
гранул (гранулостаз) и обеспечивает регуляцию цитоскелета. Вследствие того, что Bag3 и белки 
теплового шока участвуют в различных клеточных процессах, мутации Bag3 и/или sHsp корре-
лируют с развитием нейродегенеративных заболеваний и кардиомиопатий. В данной работе 
анализируется роль sHsp в процессах, регулируемых Bag3.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Bag3, Hsp70, малые белки теплового шока, избирательная автофагия, 
протеостаз.

DOI: 10.31857/S0320972524090019 EDN: JKCXIN

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

В последнее время внимание многих иссле-
дователей привлекают адаптерные белки, кото-
рые выступают в качестве своеобразных узлов, 
хабов, с которыми могут взаимодействовать сразу 
несколько белков. После связывания с белками-
адаптерами белки-клиенты, в свою очередь, оказы-
ваются способными взаимодействовать с другими 
белковыми мишенями. Вследствие этого в клет-
ке формируется ансамбль (своеобразный узел), 
в котором может быть сосредоточено много раз-
ных белков, влияющих на активность и свойства 
друг друга и образующих своеобразные поточные 
линии, по которым идёт синтез каких-либо ме-
таболитов или происходит эффективная переда-
ча сигнала. Одним из таких адаптерных белков 

является белок Bag3 (Bcl-2 associated athanogene). 
Белки семейства Bag вовлечены в регуляцию мно-
гочисленных и разнообразных процессов, проис-
ходящих в клетке, таких как апоптоз, контроль 
синтеза белка и качества правильного сворачива-
ния полипептидных цепей, а также передача гор-
монального сигнала и многие другие жизненно 
важные процессы.

ДОМЕННАЯ СТРУКТУРА  
И НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА Bag3

В геноме человека представлено 6  генов, ко-
дирующих белки семейства Bag [1]. Аббревиатура 
Bag производится из сокращения «Bcl-2 associated 
athanogene» и обусловлена тем, что исходно эту 
группу белков рассматривали в качестве партнё-
ров белков семейства Bcl (Bcl-2), важных антиапо-
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Рис. 1. Модель строения Bag3 PMDB (PN0083680) (а) и функциональные домены Bag3 (б). На панели а WW-до-
мен обозначен тёмно-синим цветом, IPV-домен  – сиреневым цветом, короткий M-домен  – салатовым цве-
том, длинный PXXP-домен – оранжевым цветом, Bag-домен – красным цветом. Участки структуры, не входя-
щие в функциональные домены, обозначены зелёным цветом. На панели б приведена схема строения Bag3 
с  обозначением основных доменов и нумерацией аминокислотных остатков. WW-Домен взаимодействует 
с белками, содержащими полипролиновые последовательности, и обеспечивает связывание с синаптопо-
дином (SYNPO) и протеинкиназами LATS1/2, регулирующими внутриклеточную локализацию коактивато-
ров транскрипции YAP и TAZ. Домен IPV содержит два участка связывания малых белков теплового шока 
(sHsp), а также участки, фосфорилирование которых обеспечивает связывание белка 14-3-3 и его взаимо-
действие с динеином. Домен  М обеспечивает взаимодействие с протеинкиназами р38 и ERK, а домен PXXP  
может связывать белки, обладающие SH2-доменами, такие как Src и Yes. Bag-Домен связывается с антиапо-
птотическими белками семейства Bcl, а также белками теплового шока Hsp70/Hsc70. Этот домен обеспечи-
вает обмен адениловых нуклеотидов на Hsp70/Hsc70. Hsp70, в свою очередь, связывается с убиквитинлигазой  
STUB1, обеспечивающей убиквитирование белков-мишеней. Помимо этого, Bag3 за счёт своего Bag-домена 
связывается и с рецептором автофагии p62/SQSTM, который взаимодействует с убиквитированным белком-
мишенью и расположенным на мембране фагосом белком LC3

птотических белков [1, 2]. Для белков, объединён-
ных в семейство Bag, характерно наличие одного 
(или нескольких) консервативных Bag-доменов, 
состоящих из ~80–90  аминокислотных остатков 
и обеспечивающих взаимодействие этих белков 
с белками теплового шока Hsp70/Hsc70. Белки 
семейства Bag отличаются по своим размерам, 
набору функционально важных доменов, меха-
низмам функционирования и тем процессам, в 
регуляции которых они принимают участие  [2]. 
В этом обзоре мы ограничимся рассмотрением 
только одного представителя семейства этих бел-
ков, а именно белка Bag3, и лишь вскользь упомя-
нем другого представителя этого семейства, Bag1.

Bag3 человека состоит из 575 аминокислот-
ных остатков и преимущественно локализуется в 
цитозоле  [1], хотя в скелетных мышцах и сердце 
часть Bag3 может быть связана с сократительным 
аппаратом в области Z-диска  [3]. До последнего 
времени не было сведений о структуре полнораз-
мерного Bag3, хотя удалось установить структуру 
Bag-домена (гомологичного для всех белков этого 
семейства) Bag1 в комплексе с Hsc70 [4]. Были про-
ведены исследования, направленные на модели-
рование структуры полноразмерного Bag3, и была 
предложена модель, представленная в базе дан-
ных PMDB (PN0083680 [5], рис. 1, а). Согласно этой 
модели, большая часть молекулы Bag3 имеет не-

упорядоченную структуру и содержит лишь очень 
небольшое количество β-складок. Упорядоченную 
структуру имеет только Bag-домен, состоящий из 
трёх α-спиралей, а также α-спираль в С-концевой 
части Bag3  [5]. Можно с большим или меньшим 
доверием относиться к предсказаниям, однако 
предсказанная структура Bag-домена  [5] и его 
структура, установленная рентгеноструктурным 
анализом  [4], хорошо согласуются между собой. 
Как бы то ни было, как теоретические предска-
зания, так и экспериментальные данные свиде-
тельствуют о том, что большая часть структуры 
Bag3 мало упорядочена, что позволяет отнести 
этот белок к группе внутренне разупорядочен-
ных (intrinsically disordered) белков и затрудняет 
как его кристаллизацию и рентгеноструктурный 
анализ, так и иные способы анализа структуры 
этого белка.

В составе Bag3 выделяют несколько функцио-
нальных доменов, каждый из которых участвует 
во взаимодействии с белками-партнёрами и мо-
жет влиять на функционирование соседних доме-
нов (рис. 1, б). На N-конце располагается так назы-
ваемый WW-домен, обозначенный так, потому что 
содержит в своём составе два остатка триптофана 
(W), отделённых друг от друга 20–22 аминокис-
лотными остатками. Этот домен взаимодейству-
ет с полипролиновыми мотивами (PPPY,  PPSY),  

Принятые сокращения: Bag3  – Bcl-2 associated athanogene; CASA  – chaperone assisted selective autophagy, 
шаперон-зависимая селективная автофагия; sHsp  – small heat shock proteins, малые белки теплового шока.
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входящими в структуру нескольких белков, та-
ких как синаптоподин (SYNPO2), протеинкина-
зы LATS1/2 и адаптерные белки AMOTL1/2  [6,  7]. 
Синаптоподин (SYNPO2) может взаимодейство-
вать с белками автофагии VPS16, VPS18 и ATG16 
[7,  8]. Таким образом, через синаптоподин Bag3 
образует комплекс с белками, участвующими в 
формировании фагофора. Вероятно, именно по-
этому подавление синтеза синаптоподина при-
водит к ингибированию зависимой от шаперонов 
селективной автофагии (CASA, chaperone-assisted 
selective autophagy) и ингибирует эффективное 
удаление фосфорилированного тау-белка в зре-
лых нейронах  [9]. Протеинкиназы LATS1/2 также 
содержат в своей структуре полипролиновые мо-
тивы, и при этом LATS1/2 способны фосфорилиро-
вать YAP и TAZ, выступающие в роли активаторов 
транскрипционных факторов [10, 11]. В состоянии 
покоя на WW-домене Bag3 собирается комплекс, 
состоящий из адаптерного белка AMOTL, протеин-
киназы LATS и YAP/TAZ. Это делает возможным 
фосфорилирование YAP/TAZ под действием LATS. 
Фосфорилированные YAP/TAZ связываются с дру-
гим адаптерным белком 14-3-3 и либо удержива-
ются в цитозоле, либо подвергаются протеолити-
ческой деградации  [12]. Таким образом, они не 
попадают в ядро и не могут активировать тран-
скрипционные факторы TEAD1–4. При стрессе, 
сопряжённом с накоплением денатурированных 
и убиквитированных белков, комплекс LATS–YAP/
TAZ–AMOTL диссоциирует. Это предотвращает 
фосфорилирование YAP/TAZ, которые получают 
свободу перемещаться в ядро, где активируют 
транскрипционные факторы TEAD1–4 и иниции-
руют транскрипцию определённых генов  [12,  13]. 
Цепочка событий, состоящая в активации (или 
ингибировании) протеинкиназ LATS и последую-
щем фосфорилировании факторов активации 
транскрипции, аналогична событиям, проис-
ходящим при функционировании регуляторной 
системы HYPPO, участвующей в процессах диф-
ференцировки, передаче гормонального сигнала 
и регуляции межклеточных взаимодействий  [11, 
12, 14]. Любопытно отметить, что передача сиг-
нала по пути HYPPO может регулироваться под 
действием механического стресса, возникающего 
при перемещении клеток в вязкой среде или в 
ходе сократительной активности. При этом вы-
сказывается предположение о том, что Bag3 мо-
жет выступать в роли механосенсора, который 
обеспечивает передачу сигнала о механических 
воздействиях, используя описанную выше систе-
му, связанную с фосфорилированием и транслока-
цией YAP/TAZ в клетке  [15].

TSC1 (Tuberous Sclerosis Complex 1) может свя-
зываться с WW-доменом Bag3 за счёт своих PY-мо-
тивов. В мышцах Bag3, расположенный на сокра-

тительном аппарате, связывает TSC1, который 
может активировать GTPазу малого G-белка RHEB. 
Этот белок, содержащий в своём составе GDP, 
ингибирует mTORC1 и таким образом тормозит 
синтез белка вблизи сократительного аппарата, 
не затрагивая при этом активность CASA, что при-
водит к избирательному протеолизу некоторых 
белков (например, таких как филамин). Одновре-
менно с этим связывание TSC1 на сократительном 
аппарате уменьшает его концентрацию в цитозо-
ле, вследствие чего mTORC1 цитозоля становится 
активным и способствует синтезу белка  [16].

Вслед за WW-доменом в структуре Bag3 рас-
полагается так называемый IPV-домен (рис.  1,  б). 
Судя по предсказаниям  [5], он имеет неупоря-
доченную структуру и содержит только очень 
короткие β-складки. Такое название этот домен 
получил потому, что в его структуре есть две 
короткие последовательности, ограниченные 
остатками  87–101 и 200–213, содержащими в 
своём составе последовательности IPIPV и IPVI. 
Эти последовательности сходны с соответствую-
щими последовательностями, расположенными 
на С-конце некоторых sHsp, таких как HspB1, 
HspB4, HspB5. Такие (I/V)P(I/V)-участки способны 
принимать участие в образовании контактов с 
гидрофобными канавками, образованными β4- и 
β8-складками α-кристаллиновых доменов sHsp, и, 
таким образом, играют важную роль в форми-
ровании крупных олигомеров sHsp  [17–19]. Было 
высказано предположение о том, что IPV-мотивы 
Bag3 (так же как и соответствующие мотивы 
sHsp) могут взаимодействовать с гидрофобной 
канавкой, образованной β4- и β8-складками sHsp, 
и за счёт этого образовывать прочный комплекс 
с этими белками. Детали этого взаимодействия 
будут подробно проанализированы в следующем 
разделе.

Между двумя вышеупомянутыми IPV-мотива-
ми располагаются остатки Ser136 и Ser173, кото-
рые могут подвергаться фосфорилированию, по-
сле чего становится возможным взаимодействие 
Bag3 с другим адаптерным белком, 14-3-3  [20,  21]. 
Этот белок может выступать в качестве адаптера, 
обеспечивающего связывание Bag3 с динеином, 
при этом оказывается, что Bag3 взаимодействует 
с динеином как за счёт 14-3-3, так и напрямую 
за счёт взаимодействия своего PXXP-домена  [20] 
(рис.  1,  а). Такое двухцентровое взаимодействие 
с динеином делает возможным перемещение 
Bag3 со всеми связанными с ним белками по 
микротрубочкам и доставку таких грузов до аг-
ресом, внутриклеточных центров накопления 
денатурированных белков, склонных к агрега-
ции. Таким образом, IPV-домен содержит в своём 
составе важные элементы структуры и играет 
существенную роль в функционировании Bag3.  
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Мы более подробно обсудим детали механиз-
ма взаимодействия Bag3 с sHsp после описания 
остальных доменов Bag3.

В центре молекулы Bag3 располагаются так 
называемые М- и PXXP-домены  [6] (рис.  1,  б). 
В  этих доменах локализованы участки связыва-
ния с различными протеинкиназами. Считается, 
что в М-домене возможно связывание протеинки-
наз р38 и ERK, а в PXXP-домене происходит связы-
вание тирозиновых киназ Yes и Src. Bag3 контро-
лирует взаимодействие ERK с фосфатазой Dusp6, 
и удаление Bag3 сопровождается диссоциацией 
Dusp6, что приводит к перманентной активации 
ERK [22]. Нерецепторные тирозиновые киназы Src 
(и, вероятно, Yes) связываются с PXXP-доменом 
Bag3 за счёт своих SH3-доменов  [23]. При этом 
связывание тирозиновых киназ с PXXP-доменом 
зависит от взаимодействия Bag3 с Hsp70, которое 
происходит по соседнему высококонсервативному 
Bag-домену  [23]. При мощном протеотоксическом 
стрессе, т.е. при появлении большого количества 
денатурированных белков, Hsp70 «отвлекается» 
на взаимодействие с ними и может диссоции-
ровать от Bag3, что будет влиять на связывание 
нерецепторных протеинкиназ с Bag3 и их внутри-
клеточную локализацию и активность.

Любопытно отметить, что, взаимодействуя с 
разными протеинкиназами, Bag3 может регулиро-
вать перемещение активаторов транскрипции из 
цитозоля в ядро. Как уже отмечалось ранее, при 
протеотоксическом, а также, вероятно, при меха-
ническом стрессе происходит диссоциация ком-
плекса, образованного протеинкиназами LATS1/2 
и активаторами транскрипции YAP/TAZ, связан-
ными с доменом WW Bag3. Вследствие этого YAP/
TAZ перестаёт фосфорилироваться LATS1/2 по 
остатку Ser127, становится неспособным взаимо-
действовать с 14-3-3 и транслоцируется из цито-
золя в ядро  [6]. Одновременно с этим связанная 
с PXXP-доменом Bag3 тирозиновая киназа фосфо-
рилирует Tyr357 белка YAP, что ингибирует экс-
порт YAP из ядра и, таким образом, усиливает его 
транскрипционную активность  [24].

Суммируя, можно заключить, что централь-
ные М- и PXXP-домены Bag3 взаимодействуют и 
влияют на активность различных протеинкиназ, 
что делает Bag3 важным участником передачи 
гормонального сигнала. В этой связи следует 
отметить, что описанный выше HYPPO-путь регу-
ляции очень сложен и включает в себя функцио-
нирование большого количества различных про-
теинкиназ. Достаточно сказать, что активность 
LATS1/2 регулируется под действием протеинки-
назы MST1 и комплекса Сальвадо  1 (SAV1). В то же 
время активность протеинкиназы MST1 зависит 
от её фосфорилирования, в котором могут при-
нимать участие MAP-киназы (MAP4K), активность 

которых находится под контролем гормонов  [10]. 
Таким образом, Bag3 может опосредованно при-
нимать участие в передаче гормонального сигна-
ла, связанного с регуляцией активности несколь-
ких протеинкиназ.

На С-конце Bag3 располагается консерватив-
ный Bag-домен, включающий в себя три длинных 
α-спирали (рис.  1,  а). Этот домен обнаруживается 
у всех представителей белков семейства Bag и 
обеспечивает их взаимодействие с несколькими 
белками-партнёрами. Одним из таких важных 
партнёров является белок теплового шока Hsp70/
Hsc70. Получены кристаллы Bag-домена Bag1 с 
белком теплового шока Hsс70 и установлено, что 
представители семейства Bag участвуют в обме-
не адениловых нуклеотидов в активном центре 
Hsp70/Hsc70  [4]. Bag1 и Bag3 могут конкурировать 
за связывание Hsp70 [20, 25, 26], и это может при-
водить к переключению путей деградации дена-
турированных белков. Комплекс Bag1–Hsp70, как 
правило, отправляет денатурированные белки на 
деградацию в протеасомы, в то время как ком-
плекс Bag3–Hsp70 обеспечивает деградацию дена-
турированных белков в автофагосомах. Следует 
заметить, что протеасомной деградации в основ-
ном подвергаются изолированные белки или ма-
лые белковые комплексы, в то время как крупные 
агрегаты и органеллы подвергаются деградации в 
автофагосомах  [27]. Автофагосомная и протеасом-
ная системы сложным образом взаимодействуют 
между собой. Каждая из систем может участво-
вать в деградации компонентов другой системы 
и, таким образом, ингибировать её  [27]. Однако, 
как правило, ингибирование одной из систем со-
провождается компенсаторным усилением другой 
системы. При старении или при перегрузке про-
теасом происходит повышение уровня синтеза 
Bag3, что приводит к усилению процесса избира-
тельной деградации денатурированных белков в 
автофагосомах [20,  25]. Обмен адениловых нуклео-
тидов в АТРазном центре является необходимым 
условием функционирования Hsp70. Поэтому 
Bag3, выступающий в качестве фактора обмена 
нуклеотидов, играет исключительно важную 
роль в регуляции активности Hsp70. Поскольку 
Bag3 образует прочные комплексы с Hsp70, повы-
шение концентрации Bag3 (как это ни парадок-
сально) может приводить не к усилению, а, наобо-
рот, к ослаблению шаперонной активности Hsp70.  
Это может быть связано с тем, что синтезируе-
мый в больших количествах при хроническом 
стрессе (вызванном старением, перегрузкой про-
теасом, синтезом мутантных белков, склонных 
к агрегации) Bag3 образует прочные комплексы 
с Hsp70, что затрудняет обмен адениловых нук-
леотидов и, таким образом, делает невозмож-
ным нормальное функционирование Hsp70, 
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Рис. 2. Схема строения комплекса CASA. Белок-суб-
страт (голубой цилиндр) связан с HspB8 (два крас-
ных кружка) и с субстрат-связывающим центром 
Hsp70 (тёмно-синий). Hsp70 связывает убиквитин-
лигазу STUB1 (светло-зелёный овал), которая убик-
витирует субстрат (отмечено мелкими светло-ко-
ричневыми кружками). Bag3 (зелёный полумесяц) 
связывает рецептор фагосом p62 и через него при-
крепляет белковый комплекс к LC3, расположенно-
му на мембране фагосом. Помимо этого, Вag3 через 
свой WW-домен взаимодействует с SYNPO2 (светло-
синий овал) и обеспечивает дополнительное при-
крепление к белкам автофагосомного комплекса 
ATG16, VPS18/16 и к Z-диску миофибрилл

ингибируя его шаперонную активность  [28,  29]. 
В связи с тем, что Bag-домен играет исключи-
тельно важную роль в функционировании Bag3, 
мутации в этом домене зачастую коррелируют 
с развитием различных врождённых заболева-
ний, в том числе различных видов кардиомио- 
патий  [13,  30].

На Bag3, как на подложке, может формиро-
ваться комплекс, состоящий из sHsp (связанных 
с IPV-мотивами) и Hsp70 (связанного с Bag-до-
меном). При этом белки теплового шока могут 
удерживать денатурированные белки-субстраты. 
Hsp70, связавшийся с Bag3, оказывается способ-
ным взаимодействовать с Е3-убиквитинлигазой 
(STUB1). За  счёт своих тетратрикопептидных 
доменов STUB1 образует прочные комплексы с 
Hsp70 [13]. Таким образом, формируется комплекс, 
состоящий из Bag3, sHsp, Hsp70 и STUB1, который 
в своём составе содержит денатурированные бел-
ки-субстраты. При этом становится возможным 
убиквитирование белка-субстрата под действием 
STUB1. Такой многокомпонентный белковый ком-
плекс оказывается способным взаимодействовать 
с динеином и транспортируется к центру орга-
низации микротрубочек (MTOC) около ядерной 
мембраны. К этому комплексу добавляется рецеп-
торный белок p62/SQSTM (белок секвестосом  1),  
который, в свою очередь, связывается с белком 
LC3 и участвует в образовании фагофор [7, 31–33]. 

После слияния фагофор с лизосомами завершает-
ся процесс CASA (рис.  2).

Bag-Домен не только участвует в связывании 
Hsp70, но и обеспечивает контакт Bag3 с антиапо-
птотическими белками семейства Bcl (Bcl2, Bcl-xL, 
Mcl-1)  [34]. Считается, что связывание с Bag3 ста-
билизирует белки семейства Bcl, что обеспечива-
ет их высокий антиапоптотический эффект  [35].

Суммируя все сказанное, можно заключить, 
что Bag3 является многодоменным белком, спо-
собным взаимодействовать с большим количе-
ством различных белков-партнёров и участвовать 
в регуляции многочисленных клеточных процес-
сов. Рассмотрим более подробно только один из 
доменов Bag3, а именно домен IPV, и участие 
этого домена во взаимодействии с sHsp, а также 
вовлечённость этого участка в другие процессы, 
регулируемые Bag3.

МАЛЫЕ БЕЛКИ ТЕПЛОВОГО ШОКА И Bag3

В геноме человека обнаружено 10  генов, ко-
дирующих sHsp  [36–38]. Мономеры sHsp содержат 
в своём составе консервативный α-кристаллино-
вый домен, включающий 80–100 аминокислотных 
остатков и фланкированный вариабельными по 
размеру и структуре N- и C-концевыми домена-
ми. При этом некоторые sHsp, такие как HspB6, 
HspB7, HspB8, представлены в виде мономеров 
или малых олигомеров (димеров или тетраме-
ров) [39–41], в то время как другие sHsp, такие 
как HspB1, HspB4, HspB5, представлены в виде 
крупных олигомеров, в состав которых могут вхо-
дить более 20  мономеров  [42,  43]. sHsp, склонные 
к образованию крупных олигомеров, содержат 
в составе С-концевого домена так называемые 
(I/V)P(I/V)-мотивы [18]. Эти мотивы контактируют с 
гидрофобной канавкой, образованной β4–β8-склад-
ками соседнего мономера, и способствуют стаби-
лизации крупных олигомеров sHsp  [17,  19]. Как  
уже отмечалось ранее, в структуре Bag3 есть два 
участка, ограниченных остатками  87–101 и 200–
213 и содержащих в своём составе так называе-
мые IPV-мотивы (последовательности IPIPV и IPVI 
соответственно). Логичным было предположить, 
что IPV-домены Bag3 также будут взаимодейство-
вать с соответствующей канавкой в α-кристалли-
новом домене sHsp. Это предположение было про-
верено экспериментально. Используя мутантные 
формы HspB8 и Bag3, Fuchs et  al.  [44] установили, 
что удаление любого одного из двух IPV-участков 
Bag3 не влияет на его взаимодействие с HspB6 
или HspB8, в то время как удаление обоих IPV-
мотивов исключает такое взаимодействие. Кроме 
того, было установлено, что мутации в гидрофоб-
ной складке, образованной β4–β8-складками sHsp, 
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также препятствуют образованию комплекса этих 
белков с  Bag3. В  этой первой работе было также 
установлено, что только HspB6 и HspB8 способны 
прочно взаимодействовать с Bag3. В дальнейшем 
анализ взаимодействия sHsp и Bag3 был про-
должен и расширен. С использованием метода 
титриметрической калориметрии было изучено 
взаимодействие Bag3 и его мутантных форм с 
HspB1, HspB5, HspB6 и HspB8  [45]. Было установ-
лено, что наибольшим сродством (Kd  ~  1,2  мкМ) 
к Bag3 обладают HspB6 и HspB8, в то время как 
HspB1 и HspB5 обладали меньшим сродством 
(Kd  ~  5–9  мкМ). Определённое удивление вызы-
вает тот факт, что стехиометрия связывания как 
sHsp, обладающих олигомерами малых размеров 
(HspB6 и HspB8), так и sHsp с большим размером 
олигомеров (HspB1, HspB5) оставалась постоян-
ной и составляла 2  моль sHsp на моль Bag3  [45]. 
Вероятно, это возможно только в том случае, если 
Bag3 обладает очень высоким сродством к моно-
мерам sHsp и способен «разбирать» большие оли-
гомеры, извлекая из них мономеры. Именно такой 
эффект был обнаружен в работе Rauch  et  al.  [45] 
при анализе взаимодействия HspB1 и Bag3. Сход-
ное явление было обнаружено при исследовании 
взаимодействия HspB8 и Bag3  [46]. При высоких 
концентрациях HspB8 склонен формировать круп-
ные комплексы, в которых мономеры слабо взаи-
модействуют между собой. Сродство Bag3 к HspB8  
выше сродства между мономерами HspB8, поэтому 
Bag3 эффективно извлекает мономеры HspB8 из 
олигомеров. Любопытно отметить, что Kd комплек-
са HspB8–Bag3, измеренная в этой работе методом 
поверхностного плазмонного резонанса, колеба-
лась в интервале 2,4–4,5 нМ, что было значитель-
но меньше аналогичной константы, измеренной 
методом титриметрической калориметрии.

В литературе описано несколько мутаций 
остатка Pro209, расположенного во втором IPV-
мотиве Bag3. При этом мутация P209L коррели-
рует с миофибриллярной миопатией, аксональ-
ной невропатией, болезнью Шарко–Мари–Тута 
второго типа и кардиомиопатией; мутация P209Q 
коррелирует с миофибриллярной миопатией и 
аксональной сенсомоторной невропатией; и, на-
конец, мутация P209S коррелирует с болезнью 
Шарко–Мари–Тута второго типа  [30,  47]. При ана-
лизе взаимодействия Bag3 дикого типа и его му-
тантной формы (P209L) с α-кристаллиновым доме-
ном HspB1 оказалось, что анализируемая мутация 
приводила примерно к трёхкратному увеличению 
константы диссоциации (от 0,45  мкМ до 1,8  мкМ) 
и двукратному уменьшению стехиометрии ком-
плекса «α-кристаллиновый домен HspB1/Bag3» 
от  2 до 1  [48]. Анализ взаимодействия трёх му-
тантных форм Bag3 с точечными заменами Pro209  
(P209/L,S,Q) с белками-партнёрами показал, что 

указанная мутация ослабляет взаимодействие 
с sHsp, но на первых этапах не влияет на сбор-
ку комплекса CASA. Такой дефектный комплекс 
транспортируется динеином к MTOC. На заклю-
чительном этапе должно происходить образо-
вание фагофор и их слияние с лизосомами, чем 
в нормальных условиях заканчивается процесс 
автофагии. Оказалось, что в случае Bag3, мутант-
ного по остатку Pro209, такой мультибелковый 
комплекс связывается с гистондеацетилазой  6 
(HDAC6) и виментином и образует необычно 
сформированные стабильные, не поддающиеся 
разборке агресомы, в которых оказываются им-
мобилизованными как Hsp70, так и все другие 
белки, участвующие в процессе CASA. Вследствие 
этого затрудняется процесс избирательной авто-
фагии и развиваются различные патологические 
процессы  [3,  49]. Приведённые данные свидетель-
ствуют о том, что мутация второго IPV-участка 
хотя и предотвращает связывание sHsp с этим 
участком в структуре Bag3, однако не влияет 
на первые этапы сборки CASA-комплекса и его 
транспортировку по микротрубочкам. В то же 
время мутация второго IPV-участка делает невоз-
можным протекание заключительных этапов 
автофагии и иммобилизует компоненты CASA в 
составе не поддающихся разборке агресом. Таким 
образом, второй IPV-домен не только обеспечи-
вает связывание sHsp, но и оказывает влияние 
на Bag-домен и нормальное функционирование 
всего комплекса CASA. В литературе описано две 
мутации (I94F и R90X), локализованные в первом 
IPV-мотиве  [30]. Однако пока нет сведений о том, 
как эти мутации влияют на взаимодействие Bag3 
с sHsp. Остаток  87 располагается вблизи первого 
IPV-домена Bag3 мыши. В опытах, проведённых 
на мышах, ишемия артерий задних конечностей 
сопровождалась ишемической миопатией, про-
явления которой были более тяжёлыми, если жи-
вотным вводили аденовирус, содержащий ДНК, 
кодирующую Bag3 с Met в положении  81, чем в 
случае, когда с помощью аденовируса вводили 
ДНК, кодирующую Bag3 дикого типа, в котором в 
этом положении находится остаток Ile  [50], и при 
этом Bag3 с Ile в положении  81 лучше связывал 
HspB8, чем Bag3, в котором в положении 81 распо-
лагался Met. Эти данные свидетельствуют о том, 
что IPV-домен играет важную роль в функцио-
нировании Bag3. С этим выводом хорошо согла-
суется тот факт, что в IPV-домене Bag3 человека 
(остатки 55–213) обнаружено несколько точечных 
мутаций, коррелирующих с развитием дилатаци-
онной кардиомиопатии  [13,  30].

Анализируя IPV-домен Bag3, естественно за-
даться вопросом: какие sHsp взаимодействуют с 
этим участком Bag3. Если исходная точка зрения 
верна и IPV-мотивы Bag3 действительно взаимо-
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действуют только с гидрофобной канавкой, обра-
зованной β4- и β8-складками α-кристаллинового 
домена sHsp  [44], то, учитывая высокую гомо-
логию α-кристаллинового домена, можно было 
ожидать, что все sHsp будут взаимодействовать 
примерно с равным сродством. Тем не менее в 
ранних работах  [44] было установлено, что наи-
более прочно с Bag3 взаимодействуют HspB8 и 
HspB6, а HspB1 практически не связывается с 
Bag3. В то же время в более поздних исследовани-
ях было установлено, что наибольшим сродством 
к Bag3 обладает изолированный кристаллиновый 
домен HspB1 [45]. Было высказано предположение 
о том, что специфичность взаимодействия опре-
деляется гидрофобностью складки, образован-
ной β4–β8-складками кристаллиновых доменов 
sHsp [44], однако это предположение не получило 
экспериментального подтверждения.

Было обнаружено, что при точечной мута-
ции HspB8 K141E, коррелирующей с дистальной 
моторной нейропатией, HspB8 располагается в 
автофагосомах, но они не колокализуются с ли-
зосомами. В то же время HspB8 дикого типа рас-
полагается в автофагосомах, колокализованных с 
лизосомами  [51]. Это может быть связано с тем, 
что мутация в β6-складке HspB8 (относительно 
удалённой от гидрофобной канавки, образован-
ной β4- и β8-складками) уменьшает сродство 
HspB8 к Bag3  [52,  53]. Таким образом, не только 
β4- и β8-складки, но и довольно отдалённые 
участки HspB8 могут играть важную роль во 
взаимодействии с Bag3. Недавно появились све-
дения о четырёх новых мутантных формах HspB8 
со сдвигом рамки считывания. Сдвиг рамки 
считывания начинался со 170, 173, 176 или 194 
аминокислотных остатков и приводил к синтезу 
HspB8 с существенно удлинёнными С-концевыми 
пептидами  [54]. Такие мутантные формы HspB8 
эффективно взаимодействовали с Bag3. Однако 
они обладали пониженной растворимостью как в 
изолированном виде, так и в составе комплексов 
с Bag3, что приводило к ингибированию процесса 
CASA и сопровождалось развитием дистальной 
миопатии с окаймлёнными везикулами (distal 
myopathy with rimmed vacuoles (DMRV))  [54].

Были предприняты попытки вычленить роль 
HspB8 в процессе автофагии на клеточном уров-
не. Для этого клетки обрабатывали ингибитором 
протеасом и наблюдали за накоплением и форми-
рованием агресом. Было установлено, что HspB8 
влияет на взаимодействие Bag3 с белком р62/
SQSTM1. При этом HspB8, вероятно, может регу-
лировать фосфорилирование p62/SQSTM1 или его 
олигомерное состояние  [55]. Как бы то ни было, 
HspB8 влияет на ранние стадии формирования 
микроагрегатов, которые на поздних этапах по-
падают в агресомы и подвергаются автофагии. 

Таким образом, Bag3 и HspB8 кооперируют в про-
цессах автофагии.

Для понимания механизмов процессов, в ко-
торых участвует Bag3, необходимо получить све-
дения о том, с какими партнёрами этот белок мо-
жет взаимодействовать одновременно. В опытах 
in vitro было установлено, что Bag3 может одновре-
менно взаимодействовать с Hsp70 и sHsp, образуя 
тройной комплекс Hsp70–Bag3–HspB8. Более того, 
HspB8 влиял на способность Bag3 регулировать 
АТРазную активность Hsp70 и увеличивал шапе-
ронную активность комплекса Hsp70–Bag3 при ис-
пользовании люциферазы в качестве модельного 
белка-субстрата  [45]. Таким образом, представите-
ли двух семейств белков теплового шока (Hsp70 
и sHsp) могут быть одновременно связаны с Bag3 
и способны оказывать взаимное влияние. С этим 
заключением хорошо согласуются эксперимен-
тальные данные, свидетельствующие о том, что 
нокаут Bag3 или экспрессия точечной мутантной  
формы E455K, препятствующей взаимодействию 
мутированного Bag3 с Hsp70, приводили к умень-
шению уровня sHsp, при этом наибольшее умень-
шение наблюдалось для HspB6 и HspB8, наибо-
лее прочно взаимодействующих с Bag3  [56,  57]. 
При этом, правда, следует заметить, что в сердцах 
трансгенных мышей с оверэкспрессией Bag3 уро-
вень sHsp (HspB1 и HspB5) также уменьшался [58]. 
Авторы считают, что такой эффект ускорения об-
мена sHsp может быть связан с ускорением авто-
фагии, в процессе которой происходит гидролиз 
некоторых sHsp. Вероятно, не стоит объединять и 
сравнивать данные, полученные с разными sHsp. 
Например, в первичной культуре астроцитов и в 
клетках глиобластомы человека гиперпродукция 
HspB5 сопровождалась накоплением агрегатов си-
нуклеина  [59]. Авторы объясняют этот неожидан-
ный факт тем, что HspB5 может конкурировать 
с HspB8 за взаимодействие с Bag3 и таким обра-
зом ингибировать процесс автофагии, что приво-
дит к накоплению агрегатов синуклеина. Таким 
образом, нельзя исключить возможности того, 
что разные sHsp способны конкурировать между 
собой и могут оказывать различное влияние на 
функционирование Bag3. С этим заключением 
хорошо согласуются экспериментальные данные, 
полученные при анализе агрегации фрагмента 
хантингтина, кодируемого ДНК с 43  CAG-повтора-
ми, в клетках разного происхождения  [60]. Ока-
залось, что агрегация фрагмента хантингтина 
эффективно предотвращается комплексом, обра-
зованным Bag3 и HspB8. При этом HspB1 не ока-
зывал никакого влияния на предотвращение аг-
регации. Любопытно отметить, что в этой работе 
предотвращение агрегации не зависело от при-
сутствия Hsp70, из чего был сделан вывод о том, 
что в случае некоторых субстратов процесс авто-
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фагии может обеспечиваться только HspB8 и Bag3 
без участия Hsp70  [60,  61].

Боковой амиотрофический склероз связан с 
накоплением агрегатов различных белков. Среди 
этих белков присутствует продукт гена C9ORF72. 
ATG-независимая транскрипция этого гена при-
водит к формированию на N-конце синтезируе-
мого белка повторяющихся последовательностей 
аминокислот, кодируемых гексануклеотидной 
последовательностью G4C2. Эти короткие после-
довательности  – поли(PA), поли(GP), поли(GR), 
поли(PR) или поли(GA)  – приводят к агрегации 
таких модифицированных белков [62]. Работая на 
линии иммортализованных мотонейронов линии 
NSC32, Cristofani et  al. показали, что такие моди-
фицированные белки накапливаются в агрегатах, 
в состав которых входит р62/SQSTM1, и медленно 
подвергаются автофагии. Гиперпродукция HspB8 
существенно уменьшала образование практиче-
ски всех возможных типов агрегатов [62]. Боковой 
амиотрофический склероз может быть также свя-
зан с агрегацией некоторых РНК/ДНК-связываю-
щих белков. TAR-ДНК-связывающий белок (TDP43), 
исходно располагающийся в ядре, способен под-
вергаться протеолизу с образованием фрагментов 
TDP25 и TDP35. Эти фрагменты утеряли сигнал 
ядерной локализации и переходят из ядра в ци-
тозоль, при этом являясь очень склонными к аг-
регации. Накопление агрегатов, содержащих эти 
белки, может быть причиной развития амиотро-
фического склероза. Повышение экспрессии HspB8 
в иммортализованных мотонейронах предотвра-
щает накопление агрегатов TDP25 и TDP35  [63]. 
Анализ экспериментальных данных, выполнен-
ный итальянскими учёными, показал, что повы-
шение уровня синтеза HspB8 позволяет затормо-
зить (или полностью предотвратить) накопление 
агрегатов TDP25, TDP43, мутированной суперок-
сиддисмутазы, а также белков, несущих повторя-
ющиеся дипептиды [64, 65]. Таким образом, HspB8 
в комплексе с другими белками системы CASA 
оказывается способным защищать мотонейроны 
от накопления вредоносных белковых агрегатов. 
В этой связи высказывается предположение о том, 
что разработка и внедрение низкомолекулярных 
соединений, способствующих увеличению синтеза 
HspB8, могут быть перспективными для лечения 
многих нейродегенеративных заболеваний [64].

Стресс может вызывать формирование так на-
зываемых стресс-гранул, накапливающихся в ци-
тозоле и образованных РНК и РНК-связывающими 
белками, такими как FUS, TIA-1 и hnRNPA1. Такие 
гранулы могут подвергаться разделению фаз и 
образуют своеобразные капли, лишённые какой-
либо оболочки. В норме после окончания стресса 
эти стресс-гранулы разбираются, освобождая РНК. 
При патологии со стресс-гранулами могут связы-

ваться продукты неоконченного синтеза белка 
(или не полностью свёрнутые белки). Это меняет 
и делает более жёсткой структуру стресс-гранул, 
которые уже не могут подвергаться диссоциации 
и образуют опасные для жизнедеятельности клет-
ки агрегаты, которые могут быть причиной раз-
вития нейродегенеративных заболеваний, таких 
как боковой амиотрофический склероз или фрон-
тотемпоральная деменция  [66]. Оказалось, что 
сразу после стресса HspB8 диссоциирует из ком-
плекса Bag3–Hsp70 и переходит на стресс-гранулы, 
с которыми оказались связанными не до конца 
свёрнутые или денатурированные белки  [66]. 
Связавшийся со стресс-гранулами HspB8 привле-
кает комплекс Bag3–Hsp70, тем самым инициируя 
и способствуя эффективному функционированию 
системы CASA. Любопытно отметить, что этот эф-
фект присущ только HspB8 и не может быть реа-
лизован другими sHsp, в частности HspB1 [66].

В процессе митоза происходят значительные 
изменения цитоскелета и, в частности, изме-
нения в структуре актиновых филаментов. При 
этом в ходе митоза происходит фосфорилирова-
ние Bag3 под действием циклин-зависимой про-
теинкиназы-1  [67], и он в комплексе с HspB8 и 
р62/SQSTM1 оказывается способным связывать 
белковый комплекс Arp2/3, регулирующий поли-
меризацию и ветвление нитей актина, а также 
гистондеацетилазу 6  типа (HDAC6), регулирую-
щую активность другого актин-связывающего 
белка, кортактина [68]. Уменьшение уровня HspB8 
и/или Bag3 сопровождается нарушением процесса 
митоза и накоплением двух- или многоядерных 
клеток [69]. Высказывается предположение о том, 
что многофункциональный Bag3 может взаимо-
действовать со многими белками-партнёрами и 
регулировать различные внутриклеточные ак-
тивности. При этом после связывания с HspB8 
активность Bag3 может переключаться с регуля-
ции процессов автофагии на регуляцию актив-
ности цитоскелета  [69]. Таким образом, система 
контроля качества белка (Protein Quality Control, 
PQC) не только предотвращает агрегацию белков 
и их избирательный протеолиз, но также может 
активно участвовать в контроле процессов поли-
меризации/деполимеризации актина и даже в 
ориентации веретена деления  [70]. Любопытно 
отметить, что эта последняя активность зависит 
от HspB8 и p62/SQSTM1 и не зависит от Hsp70 [70].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Bag3 является универсальным адаптером, 
способным взаимодействовать с большим количе-
ством различных белков-партнёров. В частности, 
Bag3 способен одновременно взаимодействовать 
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с белком теплового шока Hsp70/Hsc70 и разными 
sHsp. sHsp узнают и связывают неправильно упа-
кованные или частично денатурированные бел-
ки, которые переносятся на Hsp70 и подвергают-
ся убиквитированию под действием связанной с 
Hsp70 убиквитинлигазы STUB1. Комплекс, состоя-
щий из убиквитированного белка-субстрата, Bag3, 
Hsp70 и sHsp, переносится с помощью динеина к 
центру организации микротрубочек, где взаимо-
действует с рецепторами автофагии р62/SQSTM1 
и  LC3 и формирует автофагосомы, которые позд-
нее сливаются с лизосомами и обеспечивают так 
называемую селективную шаперон-зависимую ав-
тофагию (CASA). Состав комплекса не постоянен и 
может включать различный набор компонентов, 
зависящий от природы белка-субстрата, подверга-
ющегося удалению. Достаточно противоречивые 
данные свидетельствуют о том, что практически 
все sHsp могут взаимодействовать с Bag3, однако 
все сходятся во мнении о том, что HspB8 явля-
ется основным партнёром Bag3. В будущем пред-
ставляется важным подробно проанализировать 
влияние различных sHsp на процессы, находя-
щиеся под контролем Bag3. Мутации HspB8 или 
участков Bag3, отвечающих за связывание sHsp, 

коррелируют с развитием нейродегенеративных 
заболеваний и/или кардиомиопатий и обуслов-
лены нарушением функционирования системы 
CASA. Эта система не только участвует в избира-
тельном удалении денатурированных белков, но 
также может играть важную роль в процессах 
гранулостаза и регуляции цитоскелета.
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Филамин С (FLNC) является представителем семейства высокомолекулярных белков, связываю-
щих актиновые филаменты в составе цитоскелета различных типов клеток. В геноме человека 
FLNC кодируется геном FLNC, который расположен на 7-й хромосоме и экспрессируется преиму-
щественно в скелетных и сердечных мышечных клетках. Филамин С участвует в организации 
и стабилизации трехмерной сети тонких нитей актина в саркомерах и, как предполагается, 
выполняет роль механосенсора, передающего механические сигналы к различным белковым 
мишеням. Под действием механического стресса FLNC может утрачивать правильную струк-
туру, что повышает риск его агрегации. Молекулы FLNC с нарушенной нативной структурой 
могут утилизироваться путем BAG3-опосредованной шаперон-зависимой селективной аутофа-
гии. Мутации гена FLNC могут сопровождаться изменениями во взаимодействии FLNC с бел-
ками-партнерами и приводить к формированию агрегатов, что перегружает системы аутофагии 
и протеасомной деградации белков, вследствие чего развиваются различные патологические 
процессы. Молекулярные механизмы FLNC-ассоциированных наследственных заболеваний, 
называемых филаминопатиями, остаются недостаточно изученными. Данный обзор посвящен 
анализу структуры и механизмам функционирования филамина  С в скелетных и сердечных 
мышечных клетках в норме и при патологиях, связанных с мутациями гена  FLNC. Представ-
ленные сведения суммируют результаты, полученные на молекулярном, клеточном и тканевом 
уровнях, и позволяют наметить перспективные пути дальнейшего изучения патогенетических 
механизмов филаминопатий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: филамин С, филаминопатия, аутофагия, протеостаз, ИПСК, кардиомиоциты.

DOI: 10.31857/S0320972524090029 EDN: JKCGOZ

Принятые сокращения: ИПСК  – индуцированные плюрипотентные стволовые клетки; КМ  – кардиомио-
циты; ИПСК-КМ  – кардиомиоциты, дифференцированные из  ИПСК; CASA  – шаперон-зависимая селективная 
аутофагия; FLNC, FLNA и FLNB  – филамины  С, А и  В; Hsp  – белки теплового шока; LOF и non-LOF  – мутации 
с потерей и без потери функции белка соответственно.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Филамин  С (filamin  C, FLNC), наряду со сво-
ими гомологами филамином  А  (FLNA) и фила
мином  B  (FLNB), составляют семейство высоко-
молекулярных белков, связывающих актиновые 
филаменты в составе цитоскелета различных 

клеток млекопитающих  [1]. В  отличие от пара-
логичных генов FLNA и  FLNB, которые экспрес-
сируются практически во всех типах соматиче-
ских клеток, ген FLNC экспрессируется у человека 
преимущественно в скелетных и сердечных мы-
шечных клетках (далее  – мышечных клетках), 
хотя низкий уровень его экспрессии наблюдался 
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и в  других типах клеток  [2]. В  эмбриональном 
развитии млекопитающих ген  Flnc экспрессиру-
ется, начиная с ранних стадий дифференцировки 
миоцитов, и играет важную роль в миогенезе и 
закладке миокарда  [3]. Тотальный и кардиомио-
цит-специфичный нокауты гена Flnc у мышей 
приводят к внутриутробной гибели эмбрионов 
из-за нарушения структурной целостности мио-
карда желудочков. Индуцибельный нокаут гена 
Flnc во взрослом сердце мышей также летален 
ввиду обширного фиброза миокарда и стреми-
тельного развития симптомов дилатационной 
кардиомиопатии  [3,  4]. У  пациентов с наслед-
ственными филаминопатиями мутации, как 
правило, находятся в гетерозиготном состоянии. 
Мутации в гене FLNC приводят к развитию раз-
ных типов скелетных и сердечных миопатий: 
миофибриллярной скелетной миопатии  [5,  6], 
дистальной скелетной миопатии  [7], гипертрофи-
ческой  [8], дилатационной  [9], аритмогенной  [10] 
и рестриктивной кардиомиопатиям  [11]. Высокую 
вариабельность клинической симптоматики фила
минопатий связывают с типом и положением 
мутаций в гене  FLNC. Однако тонкие молекуляр-
ные механизмы, лежащие в основе различных 
наследственных нарушений функционирования 
FLNC, остаются неизвестными. Аминокислотные 
замены, локализованные в разных доменах FLNC, 
могут приводить к изменению взаимодействия 
FLNC с разными партнерами, и, таким образом, 
несмотря на то что все мутации касаются гена 
одного и того же белка, пути развития заболева-
ния в каждом случае могут быть разными. К  со-
жалению, до сих пор не решены многие вопросы, 
касающиеся структуры, функции и механизмов 
белок-белковых взаимодействий  FLNC. Для пони-
мания механизмов патогенеза филаминопатий и 
поиска адекватных методов терапии требуется 
глубокое изучение FLNC и его участия в различ-
ных процессах. В данной работе мы предполагаем 
провести обзор данных литературы, касающихся 
изолированного филамина С, его взаимодействия 
с белками-партнерами, механизмов его функцио-
нирования и механосенсорной роли. В отличие от 
ранее опубликованных обзоров, мы постараемся 
сопоставить данные, полученные на изолирован-
ных белках, с таковыми, полученными на кле-
точном и тканевом уровнях, и наметить наибо-
лее перспективные пути анализа молекулярных 
механизмов, лежащих в основе филаминопатий.

СТРУКТУРА ГЕНА FLNC  
И ЕГО БЕЛКОВОГО ПРОДУКТА

У человека ген FLNС (NCBI Gene  ID:  2318) 
расположен на длинном плече 7-й хромосомы 

в локусе  7q32-35, состоит из 48  экзонов и зани-
мает ~28,8  т.п.н. геномной ДНК  [2]. Примерно на 
53,6  т.п.н. ниже функционального гена FLNС рас-
положен его псевдоген pseFLNС (NCBI Gene  ID: 
392787) в инвертированной ориентации длиной в 
1605 п.н. и на 98% идентичный функциональным 
экзонам  46, 47,  48 и интронам  45 (частично), 46 
и  47 гена  FLNC  [12]. Для гена FLNC описаны две 
полноразмерные белок-кодирующие сплайс-изо-
формы мРНК: каноническая, состоящая из 48 экзо-
нов (NM_001458.5), и неканоническая, состоящая 
из 47 экзонов (NM_001127487.2). Эти изоформы раз-
личаются наличием или отсутствием кассетного 
экзона (экзон  31), кодирующего шарнирную об-
ласть (петлю 1) филамина  С  [2]. В  здоровых мыш-
цах кассетный экзон, как правило, исключается 
при сплайсинге с образованием неканонической 
(короткой) изоформы, которая кодирует белок с 
молекулярной массой 287  281  Да, включающий 
2692  а.о. (Uniprot, Q14315-2) и не содержащий 
петли  1. Каноническая (длинная) изоформа коди-
рует белок с молекулярной массой 291  022  Да, со-
стоящий из 2725  а.о. (Uniprot, Q14315-1)  [2]. Cрав-
нительный анализ сплайсинга мРНК в образцах 
РНК миокарда левого желудочка пациентов с 
ишемической кардиомиопатией показал повы-
шенную экспрессию длинной изоформы FLNC по 
сравнению со здоровым контролем  [13]. Однако, 
в целом, роль альтернативного сплайсинга FLNC 
недостаточно изучена.

Филамин  С содержит в своем составе N-кон-
цевой актин-связывающий участок (ABD, actin-
binding domain) с двумя кальпонин-гомологич-
ными доменами (CH, calponin homology domain), 
24  иммуноглобулин-подобных (Ig, immunoglobulin 
domain) повторяющихся домена Ig1–24, которые 
формируют две стержневые (rod) структуры ROD1 
(Ig1–15) и ROD2 (Ig16–23), и С-концевой домен ди-
меризации Ig24  (рис.  1,  а)  [1].

Мономеры FLNC взаимодействуют между 
собой преимущественно за счет контактов, обра-
зуемых иммуноглобулин-подобным доменом  24, 
формируя димер  (рис.  1,  б) с молекулярной мас-
сой ~582  кДа  [14]. Стержневые участки ROD1 и 
ROD2 и домен димеризации  Ig24 FLNC разделе-
ны между собой двумя шарнирными областя-
ми, или петлями: петлей  1 на границе доменов 
ROD1  (Ig15) и ROD2  (Ig16) и петлей  2 на границе 
домена ROD2  (Ig23) и домена димеризации  (Ig24) 
(см.  рис.  1,  а). Петля  1 между  Ig15 и  Ig16 входит 
в состав только длинной изоформы FLNC и, ве-
роятно, обеспечивает бо́льшую гибкость белка в 
условиях стресса. Хотя предполагается, что между 
доменами  Ig15 и  Ig16 короткой изоформы FLNC 
тоже может сохраняться некоторая гибкость за 
cчет предполагаемого нарушения β-складчатой 
структуры домена  Ig16 по сравнению с гомоло-
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Рис. 1. Cтруктура полипептидной цепи FLNC. а – Схема строения мономера FLNC: N-концевой актин-связыва-
ющий (ABD) участок (обозначен салатовым цветом), стержневые участки ROD1 (обозначен зеленым цветом) и 
ROD2 (обозначен фиолетовым цветом), С-концевой домен димеризации (DD, dimerization domain) (обозначен 
оранжевым цветом), петлевые домены (петля 1, петля 2); a.o. – аминокислотные остатки. б – Схема строения 
димера FLNC: кальпонин-гомологичные домены 1 и 2 (СН1, СН2) в составе ABD-участка; иммуноглобулин-по-
добные домены 1–15 в составе ROD1-участка; иммуноглобулин-подобные домены 16–23 в составе ROD2-участ-
ка; иммуноглобулин-подобный домен  24 в составе домена димеризации. Рисунок создан в  BioRender

гичными доменами в составе FLNA и FLNB  [15]. 
Петля  2 между  Ig23 и  Ig24 позволяет молекулам 
FLNC изгибаться так, что при гомодимеризации 
N-концевые домены остаются заякоренными на 
разных актиновых филаментах и формируется 
структура, похожая на букву  V. Такая форма обес-
печивает высокую гибкость димера  [16].

ЛОКАЛИЗАЦИЯ И ФУНКЦИИ ФИЛАМИНА С

В зрелых мышечных клетках филамин  С ло-
кализуется преимущественно в Z-дисках сарко-
меров, на их периферии, и в меньшем количе-
стве в сарколемме, костамерах и во вставочных 
дисках вблизи десмосом  [17,  18]. В  структуре сар-
комера димеры FLNC связывают два актиновых 
филамента, участвуют в организации и стабили-
зации трехмерной сети F-актина и обеспечивают 
связывание саркомера с сарколеммой  [19]. Через 
свои ROD-домены FLNC взаимодействует с боль-
шим числом белковых партнеров. На  данный 
момент в составе интерактома FLNC идентифи-
цировано более 90  белков, среди которых выяв-
лены транскрипционные факторы, рецепторы, 
внутриклеточные сигнальные молекулы, ионные 
каналы, цитоскелетные белки c иммуноглобу-
лин-подобными доменами, белки межклеточной 
адгезии и взаимодействия с внеклеточным мат-
риксом  [16,  20]. В  составе FLNC большинство сай-
тов связывания расположены в дистальной части 
домена ROD2 в иммуноглобулин-подобных доме-
нах Ig16–24  [21]. Интересно, что в составе  Ig20 в 
ROD2-домене FLNC содержится уникальная после-

довательность из 82 а.о., отсутствующая в гомоло-
гичных белках FLNA и  FLNB. Этот участок может 
обусловливать взаимодействие с рядом лигандов, 
специфичных именно для мышечных клеток, 
например, с миотиллином  [22,  23]. Несмотря на 
внушительный и пополняемый список партнеров 
FLNC (для более подробной информации см. обзор 
Mao и  Nakamura  [16]), структура участков связы-
вания FLNC с белками-партнерами известна толь-
ко для некоторых его партнеров, например, для 
интегрина  β2  [24].

Филамин С играет важнейшую роль в фор-
мировании миофибрилл и участвует в восста-
новлении их повреждений путем стабилизации 
цитоскелета  [23,  25]. В  норме FLNC, наряду со 
своими партнерами, в частности, миотиллином, 
белками  Xin, XIRP2 и шапероном белка тепло-
вого шока (heat shock proteins)  HspB5, динамично 
перемещается между Z-дисками, сарколеммой и 
другими внутриклеточными компартментами в 
зону повышенной механической нагрузки, уча-
ствуя в быстрой репарации микроповреждений 
миофибрилл  [18,  23,  26,  27]. При мутациях гена 
FLNC, приводящих к укорочению полипептид-
ной цепи, у пациентов наблюдается дезоргани-
зация структуры миофибрилл со значительными 
изменениями локализации FLNC  [28–30]. Предпо-
лагается, что значительную роль в поддержании 
нормальной функции FLNC в мышцах играет 
один из его партнеров, малый белок теплового 
шока  HspB7, который взаимодействует с доменом 
димеризации Ig24 FLNC [31, 32]. В регуляции дина-
мического перемещения (мобильности) филами-
на  С важную роль играет его фосфорилирование.  
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Так, установлено, что филамин гладких мышц 
может фосфорилироваться под действием Са2+/
кальмодулин-зависимой протеинкиназы, и такое 
фосфорилирование ослабляет взаимодействие 
филамина с актином  [33]. Анализ фосфопро-
теома позволил установить, что при дифферен-
цировке миобластов в миотубы многие белки 
Z-диска подвергаются фосфорилированию. В  их 
числе находится филамин, фосфорилирование 
которого под действием протеинкиназы  С, затра-
гивающее остатки серина во втором шарниром 
домене (Ser-2626 и  -2627), защищает филамин от 
протеолиза под действием кальпаина-1  [34,  35]. 
Дифференцировка из миобластов в миотубы со-
провождается уменьшением уровня FLNA и одно-
временно с этим увеличением уровня FLNC  [35]. 
При этом протеинкиназы  С и  Akt могут фосфори-
лировать остатки Ser-2233 (2234) и Ser-2236 (2237), 
расположенные в уникальном участке двадца-
того иммуноглобулин-подобного домена  (Ig20) 
FLNC  [36]. Фосфорилирование этих остатков умень-
шает вероятность взаимодействия FLNC со спе-
циальным белком FILIP1 (filamin  A interacting 
protein  1) и защищает филамин от деградации. 
Активация протеинфосфатаз или ингибирова-
ние протеинкиназ приводит к усилению взаимо-
действия филамина с FILIP1, что увеличивает 
вероятность убиквитинирования филамина и 
способствует его деградации путем шаперон-зави-
симой селективной аутофагии (chaperone-assisted 
selective autophagy, CASA)  [36]. Данные фосфопро-
теомного анализа свидетельствуют о том, что в 
структуре FLNC есть как минимум 6  остатков се-
рина (Ser-1528, -2234, -2237, -2621, -2626, -2627), фос-
форилируемых различными протеинкиназами и 
каким-то образом влияющих на структуру и свой-
ства этого белка и, вероятно, на его перемещение  
в клетке  [34].

Филамин  С гомологичен филамину  А, для 
которого ранее были показаны механозависимые 
свойства доменов, расположенных в ROD-участке, 
а также их способность передавать механический 
сигнал  [22, 37–40]. Поэтому считается, что FLNC 
также может участвовать в конверсии механиче-
ских сигналов в биохимические  [16,  41]. В  2020  г. 
в обзорной работе Mao и Nakamura  [16] была 
предложена модель вариабельного механохими-
ческого связывания белковых партнеров FLNC, 
основанная на их потенциальном взаимодей-
ствии с ROD2-доменами Ig16–21. Эта модель пред-
полагает реорганизацию участков связывания 
белков-партнеров в ROD2-участке  FLNC. Предпо-
лагается, что в расслабленном состоянии доме-
ны Ig16–21 хорошо организованы и компактны, 
а  механическое воздействие приводит к дестаби-
лизации и разворачиванию структуры этих им-
муноглобулин-подобных доменов, что приводит 

к смене белковых партнеров, связывающихся с 
этим участком молекулы FLNC. В  недавней ра-
боте Deng и  Yan  [42] были продемонстрированы 
значительные конформационные изменения 
ROD2-домена FLNC в ответ на воздействие силы 
в несколько пиконьютонов  (пН). При этом N-кон-
цевые домены в составе ROD1 демонстрировали 
высокую конформационную стабильность  [42]. 
Полученные результаты хорошо согласуются с 
описанными свойствами стержневых участков 
FLNA. По  данным литературы, для разворачи-
вания доменов, расположенных в ROD2-участке 
FLNA, достаточно относительно слабых механи-
ческих сил (~10  пН), а для изменения структуры 
в области ROD1 необходимы значительно большие 
усилия величиной от 50  пН  [41,  43]. Установлено, 
что интерфейс димеризации  Ig24 поддерживает 
механическую стабильность молекулы FLNC и 
обеспечивает реализацию механозависимых кон-
формационных изменений ROD2, необходимых 
для взаимодействия FLNC с белковыми партнера-
ми и внутриклеточной сигнализации  [42]. Таким 
образом, в настоящее время считается, что в зре-
лых мышечных клетках FLNC выполняет функ-
цию динамического интегрирующего центра или 
сигнального адаптера в передаче механических 
сигналов  [18,  19,  24,  44,  45].

КОНТРОЛЬ ЗА СОХРАНЕНИЕМ  
СТРУКТУРЫ ФИЛАМИНА С

В свете механозависимой сигнальной роли 
филамина  С особо важной представляется про-
блема поддержания его нативной структуры при 
механических воздействиях. Различные виды 
стресса могут влиять на правильное сворачива-
ние (фолдинг) саркомерных белков и приводить 
к накоплению дефектных конформеров, склонных 
к образованию нерастворимых агрегатов  [46,  47]. 
Это обусловливает высокую потребность мышеч-
ных клеток в поддержании протеостаза, которое 
реализуется за счет функционирования специаль-
ной системы «контроля качества» и деградации 
денатурированных белков. Эти механизмы вклю-
чают убиквитин-протеасомную систему деграда-
ции и аутофагию, посредством которых клетка 
удаляет необратимо поврежденные белки и не-
растворимые агрегаты. Кроме того, в процессе 
«контроля качества» важная роль принадлежит 
молекулярным шаперонам, или белкам теплового 
шока, которые обеспечивают рефолдинг частично 
денатурированных белков и/или участвуют в ре-
гуляции их избирательной деградации [48].

Молекулы филамина, поврежденные в ходе 
механических воздействий, являются мишенью 
для CASA, проходящей с участием ко-шаперона 
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Рис. 2. Деградация поврежденных молекул FLNC в мышечных клетках путем BAG3-опосредованной ша-
перон-зависимой селективной аутофагии. а  –  Белковый комплекс BAG3–Hsp70–HspB8–CHIP–p62 (BAG3-ком-
плекс) с убиквитинированным (Ub, ubiquitin) FLNC; BAG3 (BCL2 associated athanogene  3)  – атаноген, ассоции-
рованный c BCL2; UBE2D (ubiquitin conjugation enzyme E2D) – убиквитин-конъюгирующий фермент E2D; CHIP 
(carboxy-terminal Hsp70-interacting protein)  – белок, взаимодействующий с С-концом Hsp70, или убиквитин-
лигаза  E3. б  –  Связывание BAG3-комплекса с LC3B-декорированным фагофором; LC3B (microtubule-associated 
protein  1 light chain 3  beta)  – легкая цепь 3  бета ассоциированного с  микротрубочками белка  1; SQSTM1/р62 
(sequestosome-1/ubiquitin-binding protein  p62)  – секвестасома-1/убиквитин-связывающий белок  р62. в  –  Ауто-
фагосома с BAG3-комплексом (слева) и лизосома, содержащая гидролитические ферменты (справа). г  – Ауто-
лизосома, образованная слиянием аутофагосомы и лизосомы, с лизированным содержимым. Рисунок создан 
в BioRender на основе работы Höhfeld  et  al.  [47]

BAG3  [47, 49,  50]. На  платформе BAG3 происходит 
сборка мультикомпонентного белкового ком-
плекса BAG3–Hsp70–HspB8–CHIP–p62  (рис.  2,  а), 
который может располагаться вблизи Z-диска 
миофибрилл  [49]. Мышечные сокращения могут 
приводить к деформации и частичному измене-
нию структуры механочувствительных доменов 
Ig18–21 FLNC. Возникшие нарушения узнаются 
белками теплового шока  Hsp70 и  HspB8, которые 
обеспечивают связывание филамина и его встраи-
вание в большой белковый комплекс, собираю-
щийся на платформе BAG3 (рис. 2, а). Сборка такого 
комплекса позволяет осуществлять либо АТР-зави-
симый рефолдинг, обеспечиваемый шаперонами 
семейства Hsp70  [51–55], либо осуществлять ша-
перон-зависимый избирательный аутолиз  (CASA), 
если белок-субстрат невозможно ренатурировать. 
В  последнем случае убиквитинлигаза  Е3 (CHIP), 
связанная с  Hsp70, убиквитинирует белок-суб-
страт  (филамин) при участии убиквитин-конъю-
гирующего фермента E2D (UBE2D) (рис.  2, а). Далее, 
происходит рекрутирование адаптера убикви-
тина SQSTM1/р62, который связывает белковый 
комплекс, собранный на BAG3, с белком LC3В, рас-

положенным на поверхности фагофоров  – пред-
шественников аутофагосом  (рис.  2,  б)  [49]. После 
формирования аутофагосом  (рис.  2,  в) происходит 
их слияние с лизосомами и образование аутоли-
зосом  (рис.  2,  г).

В мышечных клетках BAG3 вовлечен в регуля-
цию YAP/TAZ-опосредованной транскрипции фила
мина. BAG3 способен связывать протеинкиназы 
LATS1/2 и адаптерный белок AMOTL. Пока эти бел-
ки остаются в комплексе с BAG3, протеинкиназы 
фосфорилируют коактиваторы транскрипции YAP 
и  TAZ, и в силу этого коактиваторы транскрип-
ции остаются в цитозоле и/или подвергаются 
протеолизу. Поэтому они не попадают в ядро и 
не влияют на транскрипцию. Накопление дена-
турированных и убиквитинированных белков 
приводит к вытеснению AMOTL и LATS1/2 из ком-
плекса с  BAG3. Нефосфорилированные YAP и  TAZ 
переходят в ядро и стимулируют транскрипцию 
филамина, что компенсирует потери филамина 
за счет его протеолиза и поддерживает необходи-
мый уровень его экспрессии  [50,  56].

Деградация филамина  С может тонко регу-
лироваться его фосфорилированием, которое, 
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как правило, защищает филамин от протеолиза 
(см.  выше). Как уже упоминалось, установле-
но  [36], что в зрелых мышечных клетках белок 
FILIP1 способен связываться с доменом  Ig20  FLNC 
и помогает инициировать систему CASA для дегра-
дации дефосфорилированного  FLNC. Активация 
протеинфосфатаз в условиях стресса и вызванное 
этим дефосфорилирование  FLNC может способ-
ствовать механизму распознавания частично де-
натурированных молекул FLNC с участием FILIP1, 
что обеспечивает дальнейшую селективную де-
градацию путем аутофагии  [36].

В литературе есть довольно разрозненные 
сведения о том, какие ферменты и адаптерные 
белки принимают участие в убиквитин-протеа-
сомной деградации филамина. Так, установлено, 
что филамин может быть субстратом для убик-
витинлигазы  Е3 Ring finger (muscle-specific RING-
finger protein-3, MuRF3). При этом нокаут гена 
MuRF3, кодирующего убиквитинлигазу  MuRF3, 
приводит к избыточному накоплению филамина 
в сердце, что приводит к дегенерации кардиомио-
цитов  [57]. Вспомогательные белки, относящиеся 
к семействам KELCH и FBXL22, участвуют в узна-
вании белков-мишеней убиквитинлигаз и пра-
вильной ориентации куллинов и убиквитинлигаз 
относительно убиквитинируемого белка-мишени. 
Любопытно, что богатый лейцином адаптерный 
белок FBXL22 и один из представителей семейства 
KELCH  (KLHL31) узнают FLNC и взаимодействуют 
с ним, участвуя, таким образом, в направленном 
убиквитинировании, а значит и в протеасомной 
деградации этого белка  [58,  59].

Установлено связывание механочувствитель-
ных доменов  Ig18–21 (ROD2) FLNC с малым бел-
ком теплового шока  HspB1, что может защищать 
FLNC от чрезмерного разворачивания во время 
механического стресса  [60]. Высказывается пред-
положение  [61] о том, что другой малый белок 
теплового шока,  HspB5, также может участвовать 
в рефолдинге  FLNC. Разнообразие механизмов за-
щиты FLNC от чрезмерного растяжения и наруше-
ния конформации под действием механического 
стресса свидетельствует в пользу важности под-
держания его структуры для нормального функ-
ционирования. Генетические нарушения, изме-
няющие нативную структуру филамина  С, могут 
приводить к нарушению протеостаза и измене-
нию работы систем внутриклеточного «контроля 
качества» и деградации белков.

МУТАЦИИ ГЕНА FLNC  
И ИХ ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ

Ген FLNC  – один из немногих генов, который 
сопряжен с развитием как патологий скелет-

ных мышц, так и всех основных типов кардио-
миопатий  [62]. Зачастую степень тяжести FLNC-
ассоциированных миопатий зависит от возраста 
пациентов. Так, педиатрические кардиомиопатии, 
проявляющиеся в раннем детстве (примерно 
до  5  лет), протекают, как правило, значительно 
тяжелее и сопряжены с более неблагоприятным 
прогнозом по сравнению с кардиомиопатиями 
взрослых  [63–66]. Высокую вариабельность кли-
нических фенотипов филаминопатии связывают 
с различиями в проявлении мутаций в гене FLNC 
в зависимости от их типа и положения в струк-
туре гена  [16, 67–69]. Существенную роль в раз-
витии молекулярного фенотипа филаминопатии 
может играть изменение характера связывания 
мутантного FLNC с его белковыми партнерами. 
Изменения в связывании конкретных партнеров 
FLNC с последующими молекулярными эффек-
тами может также объяснять разнообразие кли-
нических фенотипов миопатий, наблюдаемых 
у пациентов  [67]. Однако на сегодняшний день 
в рамках FLNC-ассоциированных миопатий не 
установлены жесткие корреляции «генотип–фе-
нотип». К  сожалению, до сих пор слабо изучено 
влияние мутаций в гене FLNC на взаимодействие 
филамина  С с его белковыми партнерами.

Большинство FLNC-ассоциированных миопа-
тий вызваны патогенными гетерозиготными на-
рушениями гена FLNC и наследуются по аутосом-
но-доминантному типу. Чаще всего у пациентов 
детектируют миссенс-мутации и инделы без по-
тери функции белка (non-loss-of-function, non-LOF). 
Такие мутации, предположительно, приводят к 
изменению конформации  FLNC, его агрегации и 
нарушению протеостаза с развитием гипертро-
фической или рестриктивной кардиомиопатии 
или скелетной миофибриллярной миопатии  [11, 
67, 70,  71]. Реже у пациентов детектируют сдвиги 
рамки считывания и нонсенс-мутации по типу 
потери функции. Такие LOF-мутации в гене FLNC 
приводят к гаплонедостаточности и развитию ди-
латационной или аритмогенной кардиомиопатии 
или дистальной скелетной миопатии с нарушени-
ем структуры миофибрилл и атрофией мышц без 
явной агрегации белков [7, 10, 25, 30]. Хотя, по по-
следним данным, в случае гаплонедостаточности 
по  FLNC не исключена возможность агрегации 
белков и нарушения протеостаза миоцитов  [72]. 
Клинически схоже с LOF-мутациями проявляют-
ся мутации актин-связывающего домена  FLNC, 
которые приводят к изменению стехиометрии 
связывания и увеличению сродства N-конце-
вого домена FLNC к F-актину и сопровождают-
ся развитием дистальной миопатии с атрофией  
мышц  [73].

В редких случаях у пациентов с мутация-
ми FLNC диагностируют сочетанные симптомы 
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сердечно-мышечной патологии  [6, 64,  74]. Недав-
но был описан случай смешанного клинического  
фенотипа тяжелой гипертрофической кардио-
миопатии и рестриктивной кардиомиопатии 
внутри одной семьи с миссенс-мутацией c.5810T> 
A:p.Ile1937Asn  (Ig17,  ROD2) в FLNС  [75]. Помимо 
этого, на сегодня описаны три тяжелых случая 
аутосомно-рецессивного наследования филамино-
патии типа  С. Эти случаи касаются: 1)  врожден-
ной миофибриллярной миопатии, вызванной 
рецессивной гомозиготной мутацией c.1325C> 
G:p.Pro442Arg  (Ig2,  ROD1) гена FLNC  [76]; 2)  врожден- 
ной дилатационной кардиомиопатии, вызван-
ной компаунд-гетерозиготной мутацией c.318C> 
G:p.F106L  (CH1,  ABD) и c.2971C>T:p.R991*  (Ig8,  ROD1) 
гена FLNC  [77] и 3)  дилатационной кардиомио-
патии, вызванной гомозиготным вариантом 
c.2122-1G>C сайта сплайсинга гена  FLNC с про-
явлением в детском возрасте  [78].

Установление корреляции между генотипом 
и фенотипом для FLNC-ассоциированных мио-
патий ограничено как недостаточностью данных 
о структуре, функции и конкретных белок-белко-
вых взаимодействиях FLNC, так и трудностями 
моделирования эффектов мутаций in  silico. Для 
преодоления последнего ограничения совсем не-
давно была разработана первая нейронная сеть 
на основе машинного обучения (AMIVA-F), кото-
рая предсказывает влияние миссенс-мутаций на 
структуру и функции  FLNC с определением пато-
генности и фенотипического проявления мута-
ции  [79]. Нейросеть опирается на совокупность 
накопленных клинических и экспериментальных 
данных по FLNC-ассоциированным миопатиям, 
обладает точностью прогнозирования около  80% 
и доступна для использования на онлайн-серве-
ре (https://amiva.msp.univie.ac.at/). На  момент под-
готовки данного обзора была опубликована одна 
работа, в которой был использован инструмента-
рий AMIVA-F. Это исследование специалистов из 
НМИЦ кардиологии им. академика Е.И.  Чазова, 
посвященное анализу клинического и генетиче-
ского ландшафта российских пациентов с гипер-
трофической кардиомиопатией [80]. Без сомнения, 
подобные подходы с использованием современ-
ных технологий будут способствовать раскрытию 
молекулярных механизмов патогенеза филамино-
патий.

МУТАЦИИ ГЕНА FLNC  
И ПРОТЕОСТАЗ МЫШЕЧНЫХ КЛЕТОК

Учитывая высокую представленность фила
мина  С в мышечных клетках, мутации non-LOF в 
гене  FLNC, потенциально приводящие к наруше-
нию нативной конформации белка, могут давать 

существенную нагрузку на систему поддержания 
протеостаза из-за накопления агрегатов денатури-
рованного FLNC  [12, 19, 71,  72]. Агрегаты FLNC в 
комплексе с другими белками детектируют в био-
псиях скелетных мышц  [12,  81] и миокарда  [11] 
пациентов с non-LOF-вариантами  FLNC. По-види-
мому, внутриклеточные механизмы поддержания 
протеостаза могут какое-то время компенсировать 
негативное влияние мутаций FLNC на оборот бел-
ков в Z-диске и поддержание его функции  [82]. 
Считается, что окислительный стресс и измене-
ния в митохондриях постепенно снижают актив-
ность систем поддержания протеостаза и ослабля-
ют защиту от накопления агрегатов. В результате 
происходит накопление мутантного FLNC и его 
партнеров, что приводит к нарушению белково-
го гомеостаза и негативно влияет на функциони-
рование мышц  [82]. В  случае гипертрофической 
кардиомиопатии наблюдают увеличение тол-
щины стенок желудочков, направленное на ком-
пенсацию недостаточности функции миокарда, и 
нарушение расслабления желудочков (диастоли-
ческая дисфункция)  [83]. В  случае рестриктивной 
кардиомиопатии отмечают повышение жесткости 
и снижение пластичности стенок желудочков с 
ограничением (рестрикцией) их кровенаполне-
ния в фазе диастолы, однако, в отличие от гипер-
трофической кардиомиопатии, явного изменения 
толщины (гипертрофии) миокарда желудочков 
сердца не наблюдается  [11, 84]. Момент перенасы-
щения систем белковой деградации в кардиомио-
цитах на клеточном уровне может коррелировать 
с появлением первых симптомов заболевания. 
Однако такие изменения непросто детектировать 
как in  vitro, так и in  vivo, особенно в сердце. В свя-
зи с этим экспериментальные работы в данной 
области немногочисленны.

На модели миофибриллярной миопатии 
рыбы Danio rerio с мутацией р.W2710X в домене 
димеризации Ig24  FLNC было показано, что в 
скелетных мышцах мутантный FLNC формирует 
агрегаты, с которыми связывается ко-шаперон 
BAG3. Эти агрегаты не могут разбираться ни 
системой  CASA, ни какими-то иными путями де-
градации  [85]. Удаление этих агрегатов удалось 
осуществить либо путем уменьшения экспрес-
сии  BAG3, либо путем стимуляции аутофагии 
рапамицином или карбамазепином  [85]. На  кле-
точной модели мышиных миобластов (клеточ-
ная линия С2С12) с внесенными миссенс-вариан-
тами p.Pro2298Leu в  Ig20  (ROD2) или p.Tyr2563Cys 
в  Ig23  (ROD2) FLNC, сопряженными с развитием 
педиатрической рестриктивной кардиомиопатии, 
было продемонстрировано нарушение конформа-
ции FLNC с формированием нерастворимых аг-
регатов в дифференцированных миобластах  [86]. 
На  клеточной модели кардиомиоцитов  (КМ),  
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дифференцированных из индуцированных плюри-
потентных стволовых клеток человека (ИПСК-КМ), 
было показано, что делеция семи аминокислот в 
положении р.1668-1674 в  Ig15  (ROD1) FLNC при-
водит к агрегации FLNC, снижению активности 
процессов аутофагии, перенасыщению аутолизо-
сом и стрессу эндоплазматического ретикулума 
с признаками гипертрофической кардиомиопа-
тии  [87]. В  этой же работе был выявлен менее 
тяжелый клеточный фенотип с проявлениями 
дилатационной кардиомиопатии в ИПСК-КМ с 
миссенс-мутацией р.G1674S в Ig15 (ROD1) FLNC без 
явной агрегации FLNC, но с признаками наруше-
ния протеостаза [87]. Описанные эксперименталь-
ные модели подчеркивают роль типа и положе-
ния мутации гена  FLNC в проявлении мутации 
на молекулярном уровне и демонстрируют пока 
неясную вариабельность механизмов патогенеза 
филаминопатий у пациентов с non-LOF-вариан-
тами гена  FLNC.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Филамин С играет важнейшую роль в ранней 
дифференцировке миоцитов, закладке сердца и 
работе мышечных клеток млекопитающих. Чаще 
всего мутации в гене FLNC, кодирующем фила
мин  С, приводят к нарушению протеостаза мы-
шечных клеток. Однако в рамках наследственных 
кардиомиопатий, вызванных non-LOF-мутациями 
гена  FLNC, нельзя с уверенностью утверждать, 
что именно агрегация мутантного FLNC является 
ключом к разгадке молекулярных механизмов 
филаминопатии. В будущем таким ключом может 
стать расшифровка интерактома FLNC и его ме-
ханозависимых белок-белковых взаимодействий. 
Отсутствие данных в этой области значительно 
ограничивает возможности установления кор-
реляции «генотип–фенотип» в филаминопатиях. 
Удобной экспериментальной моделью для даль-
нейшего изучения роли FLNC в сердце в норме и 
патологии являются клеточные 2D- и 3D-культуры 
кардиомиоцитов, дифференцированных из  ИПСК 
человека. С одной стороны, такие конструкты мо-
делируют in  vitro эмбриональное развитие сердца 
и могут отражать ранние молекулярные события, 

лежащие в основе патогенеза заболевания. С дру-
гой стороны, при условии успешной разработки 
способов созревания ИПСК-КМ и органоидов 
сердца такие клеточные системы могут быть ис-
пользованы для моделирования филаминопатий 
с «умеренным» фенотипом и более поздним про-
явлением патологических изменений. Перспек-
тивным представляется комплексный подход, 
сочетающий в себе как in  vivo и in  vitro модели-
рование патологий сердца, так и изучение струк-
туры и взаимодействий мутантного FLNC in  silico 
и in  vitro. Для реализации подобного синтетиче-
ского исследования необходимо выявить связи в 
системе «генотип–фенотип» для каждого конкрет-
ного случая FLNC-ассоциированной миопатии, 
в том числе с использованием возможностей 
современного моделирования in  silico, и опреде-
лить с использованием биохимических методов 
белковые партнеры мутантного филамина  С. Для 
подтверждения обнаруженных закономерностей 
in  vitro необходимо усовершенствование клеточ-
ных моделей на основе  ИПСК. Эти усовершен-
ствования должны коснуться применения изоген-
ных систем и улучшения и совершенствования 
протоколов созревания кардиомиоцитов. Все это 
позволит исключить влияние генетического фона 
доноров клеточного материала и ярче проявить 
влияние мутации на функционирование кардио-
миоцита.
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THE ROLE OF FILAMIN C IN MUSCLE CELLS

Review

D. V. Goliusova1,2*, M. Y. Sharikova1, K. A. Lavrenteva1, O. S. Lebedeva1,  
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Filamin C (FLNC) is a member of a high-molecular weight protein family, which bind actin filaments 
in the cytoskeleton of various cells. In human genome FLNC is encoded by the FLNC gene locat-
ed on chromosome 7 and is expressed predominantly in striated skeletal and cardiac muscle cells.  
Filamin C is involved in organization and stabilization of thin actin filaments three-dimensional net-
work in sarcomeres, and is supposed to play a role of mechanosensor transferring mechanical signals 
to different protein targets. Under mechanical stress FLNC can undergo unfolding, that increases the 
risk of its aggregation. FLNC molecules with an impaired native structure can be eliminated by BAG3-
mediated chaperone-assisted selective autophagy. Mutations of the FLNC gene can be accompanied 
by changes in FLNC interaction with its protein partners and can lead to the formation of aggregates, 
which overload autophagy and proteasome protein degradation systems, thus resulting in the devel-
opment of various pathological processes. The molecular mechanisms of FLNC-associated congenital 
disorders, called filaminopathies, remain poorly understood. This review is devoted to the analysis 
of structure and mechanisms of filamin C function in muscle and heart cells in normal state and in 
FLNC-associated pathologies. The presented data summarize the results of research at the molecular, 
cellular and tissue levels and allow us to outline promising ways for further investigation of filami-
nopathies pathogenetic mechanisms.

Keywords: filamin C, filaminopathy, autophagy, proteostasis, iPSCs, cardiomyocytes
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Белковое семейство Makorin RING finger (MKRN) включает в себя 4  представителя: MKRN1, 
MKRN2, MKRN3 и MKRN4. Эти белки относятся к классу убиквитинлигаз Е3 и играют ключевую 
роль в таких биологических процессах, как выживание и дифференцировка клеток, реализа-
ция врождённого и адаптивного иммунитета. MKRN1 задействован в подавлении роста опу-
холей, энергетическом обмене, защите от патогенов и апоптотических процессах. Для MKRN1 
был идентифицирован широкий спектр мишеней, включая hTERT, APC, FADD, p21 и различные 
вирусные белки. MKRN2 регулирует пролиферацию клеток и протекание воспалительных реак-
ций. Среди его мишеней такие белки, как p65, PKM2 и STAT1. MKRN3 выполняет роль одного из 
основных регуляторов времени наступления полового созревания, влияя на уровень гонадотро-
пин-релизинг гормона в нейронах дугообразного ядра. MKRN4 является наименее изученным 
членом семейства белков MKRN, однако известно, что он вносит значительный вклад в акти-
вацию Т-клеток путём убиквитинилирования серин/треониновой киназы MAP4K3. Белки этого 
семейства связаны с развитием многочисленных заболеваний, например, системной красной 
волчанки, центрального преждевременного полового созревания, синдрома Прадера–Вилли, 
дегенеративного спинального стеноза поясничной этиологии, воспаления и рака. В этом обзоре 
мы детально обсуждаем функциональную роль всех членов семейства белков MKRN, а также 
их вклад в развитие заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: E3-убиквитинлигазы, белки с RING-доменом, MKRN, макорины, РНК-связы-
вающие убиквитинлигазы, преждевременное половое развитие, системная красная волчанка, 
супрессоры опухолей.

DOI: 10.31857/S0320972524090031 EDN: JJZXUI

Принятые сокращения: ППР  – преждевременное половое развитие; MKRN  – Makorin RING finger; PABP  – 
поли(А)-связывающий белок; PABPC1  – цитоплазматический поли(А)-связывающий белок; RING  – Really 
Interesting New Gene.
* Адресат для корреспонденции.
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ВВЕДЕНИЕ

Убиквитинилирование – это посттрансля-
ционная модификация, способствующая выжи-
ваемости клеток, принимающая участие в про-
цессах дифференцировки, а также в реализации 
врождённого и адаптивного иммунитета  [1]. 
Убиквитинлигазы E3 действуют на заключи-
тельном этапе убиквитинилирования, связы-
вая субстрат убиквитинилирования и комплекс 
убиквитинлигазы  E2 и убиквитина (Ub). Основ-
ная функция убиквитинлигаз E3 заключается в 
переносе убиквитина на субстрат, за которым 
часто следует образование полиубиквитиновой 
цепи, прикреплённой к субстрату. Белки семей-
ства Makorin RING finger (MKRN) входят в состав 
убиквитинлигаз E3 суперсемейства RING, предста-
вители которых наиболее распространены среди 
убиквитинлигаз. Термин «Макорин» был введён 
в 2000 году  как комбинация слова «makor», что 
означает «источник», и аббревиатуры RING  [2].  
Белки семейства MKRN входят в состав убикви-
тин-протеасомной системы (UPS) и выполняют 
широкий спектр задач в клетке  [1]. Основны-
ми мишенями этих белков являются p53  [3,  4], 
p21  [4], FAS-ассоциированный белок с доменом 
смерти (FADD)  [5], гомолог фосфатазы и тензина 
(PTEN)  [6], p65  [7], секретируемый нейрональный 
пентроксин  1 (NPTX1)  [8], серин/треонинкиназа 
MAP4K3 (GLK)  [9], некоторые вирусные  [10–13] и 
бактериальные белки  [14–16]. MKRN найдены не 
только у животных, но и у растений и грибов, у 
которых они играют ключевую роль в таких про-
цессах, как рост, эмбриональный и постэмбрио-
нальный органогенез  [17,  18].

В геноме человека обнаружено девять генов, 
относящихся к семейству MKRN  [2]. Среди них 
есть как функциональные копии, так и псевдо-

гены. На сегодняшний день в литературе описа-
ны четыре функциональных гена – Mkrn1, Mkrn2, 
Mkrn3 и Mkrn4  [1]. Помимо них, также известно 
5 предполагаемых псевдогенов  – Mkrnp1, Mkrnp2, 
Mkrnp3, Mkrnp4, Mkrnp5  [2].

Структура MKRN включает несколько доме-
нов цинковых пальцев типа C3H, домен, подоб-
ный PAM2, домен RING-пальца и цистидин-гисти-
диновый (CH) домен  [2, 19, 20] (рис.  1). Цинковые 
пальцы типа C3H (ассоциированные с РНК-свя-
зывающей функцией) встречаются в различных 
рибонуклеопротеинах, участвующих в процес-
синге РНК, включая сплайсинг, определении ло-
кализации мРНК и трансляции  [21,  22]. Домен, 
подобный PAM2 (PCI/PINT-ассоциированный мо-
дуль  2), служит для облегчения взаимодействия 
MKRN с поли(А)-связывающими белками (PABP) 
путём, независимым от РНК  [20]. MKRN1, MKRN3 
и MKRN4 обладают этим доменом  [20,  23], однако 
для MKRN2 также наблюдается взаимодействие 
с PABP  [24]. Цинк-связывающий домен, называе-
мый RING (Really Interesting New Gene), отвечает 
за связывание убиквитинлигазы  E2 с убиквити-
ном и стимулирует его перенос  [25]. Функция до-
мена, богатого остатками цистеина и гистидина, 
до сих пор неизвестна  [2]. Белки MKRN1, MKRN2 
и MKRN4 у человека имеют 4 цинковых пальца 
типа C3H, в то время как у MKRN3 их 3  [1].

MKRN1

Ген Mkrn1, вероятно, является предковым 
для всего семейства генов MKRN. Филогенетиче-
ский анализ выявил ортологи MKRN1 у широко-
го спектра видов животных, включая позвоноч-
ных и беспозвоночных  [2]. Он охарактеризован у 
людей, мышей, валлаби, кур, свиней, дрозофил, 

Рис. 1. Организация доменов MKRN1, MKRN2, MKRN3 и MKRN4 человека. Члены семейства белков MKRN 
содержат несколько доменов цинковых пальцев типа C3H (обозначены фиолетовым цветом); мотив, подоб-
ный PAM2 (обозначены розовым цветом); CH-домен (обозначен серым цветом) и C3HC4-домен RING-пальца 
(обозначен зелёным цветом). Цифры указывают положение аминокислот в белке. Домен PAM2 представлен 
согласно работе Miroci et  al., 2012  [20]
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Рис.  2. Разнообразие биологических функций MKRN1. а  –  MKRN1 участвует в противовирусной защите, 
но способствует подавлению иммунного ответа при микобактериальной инфекции; TLR – toll-подобные ре-
цепторы; TRAF6  – фактор  6, ассоциированный с рецептором TNF; SHP-1  – фосфатаза-1, содержащая домен, 
гомологичный Src  2; Mtb  – Mycobacterium tuberculosis; б  –  MKRN1 оказывает различные эффекты на онкоге-
нез; EMT  – эпителиально-мезенхимальный переход; в  –  MKRN1 регулирует уровни белка TERT; г  –  мишени 
опосредованного MKRN1 убиквитинилирования и связанные с ним заболевания; д  –  MKRN1 действует как 
транскрипционный репрессор; е  –  MKRN1 участвует в контроле качества трансляции посредством оста-
новки рибосом

нематод и даже растений  [11,  26]. Ген Mkrn1 
имеет высокий уровень экспрессии в таких орга-
нах человека, как гипоталамус и миндалевидное 
тело  [1], а также яички у мужчин  [2]. MKRN1 у 
человека представлен четырьмя изоформами, 
кодируемыми одним геном Mkrn1, которые воз-
никают в результате альтернативного сплайсинга 
и вариабельного полиаденилирования. Длинная 
изоформа MKRN1 (MKRN1-long) имеет четыре 
цинковых пальца типа C3H, CH-домен и высоко-
консервативный C3HC4-домен RING-пальца. Тран-
скрипты коротких изоформ MKRN1 (MKRN1-short1/
MKRN1-short3) человека не содержат C-концевого 
цинкового пальца типа C3H и последние 6 амино-
кислот домена RING-пальца, которые необходимы 
для связывания второго иона цинка и N-конце-
вого сегмента комплекса убиквитинлигазы  E2 
и  убиквитина  [1].

Hirotsune et  al.  [27] предположили, что псев-
доген Mkrn1, называемый Mkrn1-p1, регулирует 
стабильность матричной РНК Mkrn1 в транс-по-
ложении. Также на модели трансгенных мышей 
ими было показано, что снижение транскрип-
ции Mkrn1-p1 приводит к поликистозу почек и 

деформации костей  [27]. Однако согласно другим 
исследованиям Mkrn1-p1 полностью метилирован 
на обоих аллелях и не транскрибируется, и, как 
следствие, он не может влиять на стабильность 
транскриптов Mkrn1  [28]. Более того, ни одного 
из фенотипов, вызванных частичным снижением 
экспрессии Mkrn1 у мутантных мышей, не наблю-
далось у мутантов с полным нарушением работы 
гена Mkrn1  [28].

MKRN1 является убиквитинлигазой  E3, и на 
данный момент было обнаружено несколько его 
мишеней. Одна из них  – это обратная транскрип-
таза теломеразы человека (hTERT), являющаяся 
каталитической субъединицей рибонуклеопро-
теина, который препятствует деградации и уко-
рочению концов теломер. Теломеры являются 
важнейшими частями эукариотических хромосом 
и предотвращают их прогрессирующую деграда-
цию. Было показано, что MKRN1 убиквитинили-
рует hTERT и тем самым влияет на активность 
теломеразы и длину теломер [29]. При этом инте-
ресно, что связывание сфингозин-1-фосфата hTERT 
предотвращает его деградацию, опосредованную 
MKRN1  [30] (рис.  2,  в).
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Известно, что MKRN1 связывается с несколь-
кими вирусными белками (рис.  2,  a), включая 
белок капсида (Cap) цирковируса свиней типа  2 
(PCV2). PCV2 вызывает синдром мультисистем-
ного истощения у свиней после отъёма от груди 
(PWMS), симптомами которого являются истоще-
ние, лихорадка, лимфаденопатия и сокращение 
количества лимфоцитов лимфоидных тканей [10], 
что приводит к болезням свиней и, следователь-
но, оказывает серьёзное влияние на свиновод-
ство во всем мире  [31]. При индивидуальной экс-
прессии MKRN1 накапливается в спекл-подобных 
структурах внутри нуклеоплазмы, тогда как при 
совместной экспрессии с белком Cap оба белка 
рыхло распределены в нуклеоплазме и колока-
лизуются. Более того, экспрессия Cap снижается 
в присутствии MKRN1  [10]. Было обнаружено, что 
MKRN1 убиквитинилирует остатки лизина в Cap 
PCV2 и способствует его деградации [11]. Интерес-
но, что нокаут по гену Mkrn1 или мутации ключе-
вых аминокислот в кодируемом белке способству-
ют успешному размножению вируса в клетках 
хозяина; следовательно, MKRN1 функционирует 
как фактор защиты, который ингибирует репли-
кацию PCV2  [11]. MKRN1 также может связывать-
ся с капсидным белком вируса Западного Нила 
(WNVCp). WNV  – это вирус семейства Flaviviridae, 
переносимый членистоногими [32], вызывающий 
неврологические заболевания, такие как менин-
гит и энцефалит  [12]. MKRN1 проводит убиквити-
нилирование и способствует деградации WNVCp 
протеасомно-зависимым образом  [12].

Интересно, что некоторые вирусные бел-
ки могут вызывать самоубиквитинилирование 
MKRN1  [13]. Так, например, предшественник бел-
ка  pVII аденовирусов человека (HAdV) связыва-
ется с MKRN1 и усиливает его самоубиквитини-
лирование, тогда как процессированный зрелый 
белок  VII лишён этой функции  [13]. MKRN1 под-
вергается протеасомной деградации на поздней 
стадии инфекции HAdV-C5 в различных линиях 
клеток человека. Это может являться примером 
возможной вирусной стратегии противодействия 
защите клеток-хозяев от вирусов, опосредованной 
MKRN1  [13].

Было показано, что ген Mkrn1 активируется 
во время микобактериальной инфекции в клет-
ках эндометрия [14]. Кроме того, рекомбинантный 
MKRN1, экспрессируемый в E.  coli, убиквитинили-
рует M.  tuberculosis in  vitro. Это говорит о новой 
роли MKRN1 в клеточной защите от микобакте-
рий [15], однако точный молекулярный механизм 
наблюдаемого процесса остаётся неясным. Также 
было показано, что MKRN1 взаимодействует с 
белком M.  tuberculosis из семейства PPE (PPE68) и 
способствует присоединению цепей убиквитина, 
связанных через лизин-63 (K63) с остатком K166 

PPE68, что подавляет врождённый иммунный от-
вет (рис.  2,  a). Нарушение взаимодействия между 
MKRN1-убиквитинлигазной системой хозяина 
и микобактериальным белком PPE может быть 
потенциальной терапевтической мишенью для 
лечения туберкулёза  [16].

MKRN1 играет роль во многих клеточных 
процессах. Апоптоз, или запрограммированная 
гибель клеток, позволяет организму строго кон-
тролировать количество клеток и размер тканей, 
а также защищать себя от неконтролируемо деля-
щихся клеток, угрожающих гомеостазу [33]. MKRN1 
регулирует убиквитинилирование и протеасом-
ную деградацию адаптерного белка FADD  [5]. 
На  клеточных линиях было показано, что нок-
даун MKRN1 приводит к стабилизации FADD и 
стимуляции образования комплексов рецепторов 
смерти для апоптоза  [5]. Также было отмечено, 
что уровни мРНК MKRN1 были значительно выше 
в тканях рака молочной железы и шейки матки, 
чем в соответствующих нормальных тканях  [5]. 
Кроме того, было показано, что MKRN1 убиквити-
нилирует и индуцирует деградацию основного су-
прессора опухолей – PTEN – через AKT-зависимый 
сигнальный каскад, активируемый EGF. PTEN про-
тиводействует сигналингу PI3K/AKT, который сти-
мулируется фактором роста, путём преобразова-
ния фосфатидилинозитол (3,4,5)-трифосфата (PIP3) 
в фосфатидилинозитол (4,5)-трифосфат (PIP2)  [6]. 
Также было обнаружено, что MKRN1 приводит к 
увеличению скорости роста опухоли желудка по-
средством убиквитинилирования и последующей 
протеасомно-зависимой деградации супрессора 
опухоли p14ARF  [34]. Кроме того, MKRN1 напря-
мую взаимодействует с белком аденоматозного 
полипоза толстой кишки (APC), который является 
онкосупрессором, отрицательно регулирующим 
сигнальный путь Wnt, и убиквитинилирует его. 
MKRN1 способствует протеасомной деградации 
APC и положительно регулирует биологические 
процессы, опосредованные каскадом реакций 
пути Wnt/β-катенина [35]. MKRN1 участвует в кан-
церогенезе определённого типа плоскоклеточного 
рака пищевода (ПРП), который является одним из 
самых злокачественных типов опухолей  [36], и 
был идентифицирован как новый антиген SEREX 
(серологическая идентификация антигенов путём 
клонирования экспрессии рекомбинантной кДНК) 
ПРП [36]. В почечной светлоклеточной карциноме 
MKRN1 и MKRN2 служат супрессорами опухолей, 
регулируя экспрессию p53  [37]. MKRN1 индуци-
рует эпителиально-мезенхимальный переход в 
клетках колоректального рака посредством убик-
витинилирования и деградации ядерно-взаимо-
действующего Smad-белка  1 (SNIP1), который ак- 
тивирует каскад реакций сигнального пути, 
опосредованного трансформирующим фактором 
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роста-β (TGF-β), и, таким образом, ускоряет мета-
стазирование колоректального рака  [38]. В сово-
купности эти данные показывают роль MKRN1 
в качестве возможной терапевтической мишени 
при лечении рака (рис.  2,  б).

На клеточных линиях было обнаружено, что 
экспрессия MKRN1 снижается в тканях миокарда 
крыс, как и в клетках H9C2 и AC16, во время пре-
рывистой гипоксии (ПГ)  [39]. Кроме того, MKRN1 
способствовал убиквитинилированию белка p21 и 
его протеосомно-зависимой деградации, что при-
водит к снижению продукции активных форм 
кислорода и, таким образом, предотвращает апоп-
тоз миокарда, вызванный ПГ (рис.  2,  г) [39].

При фосфорилировании белка, взаимодей-
ствующего с фактором связывания теломерного 
повтора  2 (TERF2IP), по остатку S205 (событие, 
следующие за активацией p90RSK), экспрессия 
MKRN1 ингибируется, что способствует актива-
ции и старению эндотелиальных клеток и, таким 
образом, развитию атеросклероза (рис.  2,  в)  [40].

MKRN1 играет роль в развитии нескольких 
метаболических заболеваний. В качестве убик-
витинлигазы  E3 он убиквитинилирует ядерный 
рецептор, активируемый пероксисомным проли-
фератором  γ (PPARγ), и направляет его на протеа-
сомно-зависимую деградацию (рис. 2, г). Наиболее 
высокая экспрессия PPARγ наблюдается в жировой 
ткани, где он является ключевым организатором 
транскрипционного каскада, лежащего в основе 
дифференцировки адипоцитов  [41]. PPARγ также 
играет ключевую роль в активации липидного 
метаболизма жировой ткани  [41]. Таким образом, 
изменённая дифференциация и метаболизм ади-
поцитов зависят от активности PPARγ и могут 
приводить к патофизиологическим состояниям, 
таким как резистентность к инсулину, сердечно-
сосудистые заболевания и диабет  [41].

Кроме того, MKRN1 может способствовать на- 
рушению нейроразвития, поскольку он форми-
рует систему контроля качества эндоплазмати-
ческого ретикулума незрелых гликозилирован-
ных ядерных белков Eag1, которые составляют 
нейрон-специфический потенциал-зависимый 
K+-канал и играют важную роль в развитии моз-
га (рис.  2,  г)  [42]. Интересно, что MKRN1 отвечает 
только за раннюю стадию созревания Eag1 в эндо-
плазматическом ретикулуме и может обеспечить 
эффективное удаление неправильно свёрнутых 
мутантных каналов Eag1, приводящих к заболе-
ваниям  [42].

Другой мишенью MKRN1 является AMP-акти-
вируемая протеинкиназа (AMPK), которая играет 
ключевую роль в контроле энергетического мета-
болизма в ответ на физиологический и пищевой 
статус (рис.  2, г) [43]. Отсутствие MKRN1 приводит 
к активации AMPK, увеличению потребления 

глюкозы и снижению накопления липидов  [43]. 
В отличие от мышей дикого типа, нокауты по 
Mkrn1 менее подвержены ожирению, диабету 
и неалкогольной жировой болезни печени при 
содержании на высокожировой диете (ВЖД)  [44]. 
Удивительно, но у мышей с нокаутом Mkrn1 в 
печени, белой и бурой жировых тканях наблюда-
лось увеличение уровня активированной фосфо-
рилированной формы AMPK  [44]. В совокупности 
MKRN1 может являться возможной терапевти-
ческой мишенью для лечения метаболических 
синдромов, таких как ожирение, диабет II  типа 
и жировые заболевания печени  [44].

Помимо роли убиквитинлигазы  E3, MKRN1 
участвует в регуляции транскрипции (рис.  2,  д) 
[7]. В функциональном скрининге дрожжей и 
при трансфекции клеток млекопитающих MKRN1 
был идентифицирован как транскрипционный 
репрессор фактора транскрипции c-Jun  [7], кото-
рый вместе с белком c-Fos образует комплекс 
активаторного белка-1 (AP-1) и участвует в ряде 
биологических процессов, включая пролифера-
цию, апоптоз, выживание клеток, образование 
опухолей и морфогенез тканей  [45]. Репрессор-
ная активность MKRN1 не ограничивается c-Jun 
и влияет на различные активаторы, зависимые от 
РНК-полимеразы  II, такие как p53, p65 и человече-
ский андрогеновый рецептор (hAR) [7]. Интересно, 
что эта активность MKRN1 опосредована процес-
сом транскрипции и не зависит от убиквитини-
лирования белка  [7].

MKRN1 является новым регулятором транс-
ляции, который работает посредством взаимо-
действия с PABP  [20]. В нейрональных дендритах 
переднего мозга крысы MKRN1 колокализуется с 
PABP, связанным с дендритными мРНК  [20]. Впо-
следствии была выявлена более точная роль 
MKRN1 как нового фактора в контроле качества, 
связанном с рибосомой (KKP)  [46]. MKRN1 напря-
мую связывается с цитоплазматическим поли(А)-
связывающим белком PABPC1, тем самым отмечая 
начало поли(А)-хвостов. Если происходит пре-
ждевременное полиаденилирование или считы-
вание стоп-кодона, MKRN1 останавливает транс-
лирующую рибосому и инициирует ККР путём 
убиквитинилирования рибосомального белка S10 
(RPS10), PABPC1 и других регуляторов трансляции 
(рис.  2,  е)  [46].

В заключение отметим, что MKRN1 выполня-
ет три основные роли в клеточном метаболизме. 
Во-первых, как убиквитинлигаза  E3 MKRN1 моду-
лирует активность теломеразы и длину теломер 
путём убиквитинилирования hTERT; действует 
как фактор защиты хозяина путём убиквитини-
лирования белка Cap PCV2, WNVCp; белка PPE68 
M.  tuberculosis; регулирует канцерогенез путём 
убиквитинилирования FADD, PTEN, p14ARF, APC; 
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Рис. 3. Многообразие биологических функций MKRN2. а  –  Уровень экспрессии MKRN2 регулируется через 
отрицательную петлю с участием miR-620 и LINC00294; б  –  MKRN2 и PDLIM2 совместно ингибируют воспа-
лительный ответ, подавляя трансактивацию ядерного фактора  κB (NF-κB); в  –  различные действия MKRN2 
на онкогенез; г  –  MKRN2 функционально антагонизирует GLE1 во время ядерного экспорта мРНК, возмож-
но, за счёт предотвращения транслокации GLE1 в ядро

участвует в развитии нескольких метаболиче-
ских заболеваний путём убиквитинилирования 
p90RSK, PPARγ, AMPK; регулирует развитие мозга, 
формируя систему контроля качества эндоплазма-
тического ретикулума. Во-вторых, MKRN1 функ-
ционирует как транскрипционный регулятор 
c-Jun, p53, p65, hAR. Наконец, нельзя недооцени-
вать роль MKRN1 как инициатора ККР через взаи-
модействие с PABPC1. Было показано, что MKRN1 
проявляет как убиквитинлигазную, так и РНК-свя-
зывающую активность. Он выполняет множество 
функций, включая прямое убиквитинилирование 
определённых белков, а также регуляцию тран-
скрипции и трансляции, подразумевающих обе 
активности MKRN1. Для того чтобы выполнить 
функцию транскрипционного репрессора, MKRN1 
убиквитинилирует транскрипционные факторы 
и ингибирует их, действуя через процесс тран-
скрипционной интерференции  [7]. В процессе 
контроля качества трансляции MKRN1 связывает 
поли(А)-участок РНК выше по ходу транскрип-
ции и убиквитинилирует рибосомальный белок 
RPS10, PABPC1 и другие трансляционные регуля-
торы  [46]. Интересно, что РНК-связывающая ак-
тивность MKRN1 сама по себе, по-видимому, не 
оказывает существенного влияния на клетку. 
Однако точная роль РНК-связывающей функции 
MKRN1 остаётся неясной и требует дальнейшего 
изучения.

MKRN2

Ген Mkrn2 образовался в результате дупли-
кации гена Mkrn1 450  миллионов лет назад во 
время ранней эволюции позвоночных [47]. После-

довательность и структура MKRN2 имеют много 
общего с таковыми у MKRN1 и включают все 
характерные элементы, за некоторыми исключе-
ниями у древних млекопитающих, таких как ут-
конос и опоссум  [48]. Высокая консервативность 
Mkrn2 на протяжении эволюции указывает на 
наличие важной клеточной функции  [47].

О регуляции этого гена известно мало, одна-
ко некоторые некодирующие РНК (нкРНК) пред-
положительно вовлечены в прямую и косвенную 
регуляцию Mkrn2. В клетках колоректальной кар-
циномы уровень экспрессии MKRN2 регулируется 
посредством отрицательной обратной связи с 
помощью miR-620, которая ингибирует трансля-
цию MKRN2, и LINC00294, которая ингибирует 
miR-620 (рис. 3, а) [49]. Авторы некоторых исследо-
ваний  [49] предполагают, что MKRN2 опосредует 
регуляторную функцию LINC00294.

Было показано, что MKRN2 отрицательно ре-
гулирует воспалительный ответ через подавление 
p65-опосредованной трансактивации NF-κB  [50]. 
Совместно с PDLIM2 он полиубиквитинилирует 
ядерный p65 и способствует его протеасомной де-
градации (рис.  3,  б). Стоит отметить, что MKRN2 
контролирует p65 только на белковом уровне, 
поскольку количество мРНК p65 в клетках с нок-
дауном MKRN2 было сопоставимо с таковым в 
контрольных клетках  [50]. Однако в других моле-
кулярных процессах MKRN2 может влиять на уро-
вень некоторых мРНК. Например, MKRN2 ингиби-
рует нейрогенез, повышая уровень мРНК и белка 
киназы  3β гликогенсинтазы (GSK-3β)  [51].

Роль MKRN2 в пролиферации клеток была 
подробно изучена, однако эффект от уровня экс-
прессии MKRN2 оказался противоречивым и за-
висел от типа рака. Например, низкий уровень  
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экспрессии MKRN2 говорит о плохом прогнозе 
при раке желудка  [52], колоректальной карци-
номе  [49] и немелкоклеточном раке лёгкого  [53]. 
В то же время снижение экспрессии MKRN2 подав-
ляет рост атипичных клеток при меланоме  [3] и 
лейкемии  [54]. Объяснение этому феномену мож-
но найти в деталях механизма действия MKRN2, 
поскольку в каждом типе рака были обнаружены 
разные мишени MKRN2-зависимого убиквитини-
лирования.

При исследовании немелкоклеточного рака 
лёгкого было показано, что MKRN2 осуществля-
ет отрицательную регуляцию сигнального пути 
PI3K/Akt (рис.  3,  в)  [53]. При раке желудка MKRN2 
также играет роль опухолевого супрессора: он 
способствует убиквитин-зависимой деградации 
мышечной изоформы пируваткиназы (PKM2) и 
ослабляет её влияние на внеклеточную сигнал-
регулируемую киназу (ERK)  [52]. В то же время 
в клетках меланомы MKRN2 убиквитинилирует 
опухолевый супрессор p53 (рис.  3,  в)  [3], подобно 
MKRN1  [4]. Хотя уровни экспрессии белка MKRN2 
отрицательно коррелируют с экспрессией p53 и 
p21, MKRN2 не оказывает прямого влияния на ста-
бильность белка p21  [3].

У мышей, нокаутных по Mkrn2, наблюдается 
мужское бесплодие  [55], которое характеризуется 
уменьшением размеров семенников, аномалиями 
головки сперматозоидов и отсутствием спермато-
генеза [56]. Детальное исследование показало, что 
нокаут Mkrn2 приводит к значительному сниже-
нию уровней экспрессии STAT1, SIX4 и TNС. В  то 
время как MKRN2 и STAT1 взаимодействуют на-
прямую, уровни экспрессии SIX4 и TNC регули-
руются MKRN2 через транскрипционный фактор 
EBF2  [55]. В другом исследовании было показано, 
что дефекты в Мkrn2 приводят к снижению экс-
прессии Odf2 (белок наружных плотных воло- 
кон  2) в зародышевых клетках, что вызывает 
нарушение сборки жгутика хвоста сперматозои-
да  [56]. Кроме того, считается, что MKRN2 уча-
ствует в регуляции развития половых клеток 
через p53-зависимый путь апоптоза  [56]. Таким 
образом, MKRN2 может вносить вклад в баланс 
между выживанием и апоптозом зародышевых  
клеток.

С помощью животных моделей было пока-
зано, что MKRN2 может играть важную роль в 
развитии сетчатки и является функциональным 
антагонистом GLE1 во время ядерного экспорта 
мРНК (рис. 3, д). MKRN2 регулирует экспорт мРНК 
на уровне РНК, связываясь с CU-богатыми обла-
стями в 3′UTR, и на уровне белка, взаимодействуя 
с факторами экспорта (GLE/NUPL2, ZC3H11A, RAE1 
и другими)  [24]. Интересно, что не было выяв-
лено ни одного субстрата убиквитинилирова- 
ния MKRN2, связанного с ядерным экспортом.

MKRN2 также ассоциирован с рядом заболева-
ний. Мутации в MKRN2 и некоторых других генах 
могут способствовать развитию дегенеративного 
стеноза поясничного отдела позвоночника  [57]. 
Авторы некоторых исследований предполага-
ют, что MKRN2 участвует в регуляции коклюш-
зависимой гистаминовой сенсибилизации  [58]. 
Однако не только сам белок может способство-
вать развитию заболеваний: есть данные о том, 
что экзосомальная РНК lnc-MKRN2-42:1 может 
быть вовлечена в инициацию и развитие болезни 
Паркинсона  [59].

Таким образом, РНК-связывающая убикви-
тинлигаза MKRN2 вовлечена в ряд важнейших 
биологических процессов, включая регуляцию 
воспалительного ответа и пролиферации клеток. 
Кроме того, дисфункция MKRN2 связана с пато-
генезом таких заболеваний, как мужское беспло-
дие и болезнь Паркинсона. Разнообразие мише-
ней убиквитинилирования на молекулярном 
уровне приводит к различным эффектам MKRN2 
даже в рамках одного биологического процесса. 
Например, его роль в пролиферации зависит от 
конкретного типа рака. Помимо функций убик-
витинлигазы, MKRN2 также осуществляет свя-
зывание с РНК, благодаря чему он участвует в 
регуляции ядерного экспорта мРНК. Интересно, 
что до сих пор для этого фермента не было вы-
явлено взаимосвязи между РНК-связывающей 
и убиквитинлигазной активностью. В связи с 
этим целесообразно изучение потенциального 
взаимодействия между MKRN2 и PABPC1, которое 
может иметь значительное сходство с таковым 
для MKRN3, поскольку MKRN2 не вызывает гене-
рализованных эффектов на клетки, как, напри- 
мер, MKRN1.

MKRN3

MKRN3  – это безинтронный ретроген, встре-
чающийся исключительно у плацентарных мле-
копитающих и экспрессирующийся с отцовской 
хромосомы  [48]. Он появился в результате обрат-
ной транскрипции мРНК MKRN1, катализируе-
мой обратной транскриптазой ретротранспозо-
нов [48]. В геноме человека MKRN3 расположен на 
хромосоме 15q11-13 в области, ассоциированной с 
синдромом Прадера–Вилли (СПВ)  [19,  60], хотя до 
сих  пор неясно, участвует ли MKRN3 в развитии 
этого заболевания  [61].

У млекопитающих экспрессия данного гена 
зависит от ткани и периода онтогенеза. Наибо-
лее высокий уровень мРНК Mkrn3 наблюдается в 
гипоталамусе в раннем постнатальном периоде 
жизни и постепенно снижается после полового 
созревания  [62,  63]. У грызунов экспрессия Mkrn3 
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локализована в дугообразном ядре, которое кон-
тролирует наступление половой зрелости  [64]. 
В  гонадах экспрессия Mkrn3 зависит от пола. 
У самцов мышей мРНК Mkrn3 появляется в семен-
никах до начала полового созревания и сохраня-
ется на относительно высоком уровне в зрелом 
возрасте преимущественно в интерстициальном 
отделе и в семявыносящих канальцах  [65]. В яич-
никах самок мышей мРНК Mkrn3 также появля-
ется до начала полового созревания, однако в 
период созревания её уровень значительно сни-
жается и затем остаётся низким  [65].

Интересно, что MKRN3 также связан с не-
которыми аномалиями, влияющими на пол. 
Например, крупномасштабные делеции в им-
принтированном локусе 15q11-13, затрагиваю-
щие некодирующие и 5 белок-кодирующих генов 
(включая MKRN3), вызывают СПВ у человека  [66]. 
Это заболевание характеризуется слабостью ске-
летной мускулатуры, умственной отсталостью и 
гормональными аномалиями  [66]. Однако счита-
ется, что из всех симптомов СПВ MKRN3 вызывает 
только гипогонадизм  [67,  68] и центральное пре-
ждевременное половое развитие (ППР)  [69]. ППР 
характеризуется развитием вторичных половых 
признаков в возрасте до 9  лет у мужчин и 8  лет 
у женщин. ППР обусловлено более ранней акти-
вацией гипоталамо-гипофизарно-гонадной оси 
и повышением уровня гонадотропин-рилизинг-
гормона (GnRH)  [70], который является основным 
регулятором репродуктивной оси  [71].

Делеция всего гена или мутации, приводя-
щие к потере функций белка, в MKRN3 вызывают 
ППР, без других симптомов СПВ  [69]. В целом, на 
сегодняшний день у пациентов с ППР выявлено 
59  мутаций в гене MKRN3, приводящих к потере 
функций белка, среди которых 6  нонсенс-мута-
ций, 16  сдвигов рамки считывания и 37  миссенс-
мутаций. Было показано, что различия в фенотипе 
пациентов зависят от типа мутации. У пациен-
тов, имеющих сдвиг рамки считывания, прежде-
временный стоп-кодон и мутации в промотор-
ной области MKRN3, наблюдаются более высокий 
базальный уровень лютеинизирующего гормона 
и более значительное увеличение костного воз-
раста по сравнению с пациентами с миссенс-му-
тациями  [72]. Большинство описанных мутаций 
затрагивают домен RING finger C3HC4 (убиквитин-
лигазная активность), мотивы цинковых пальцев 
C3H (РНК-связывающая активность) и специфич-
ный для семейства домен CH, однако тридцать 
из них находятся вне указанных структурных 
элементов  [73]. Напротив, сверхэкспрессия Mkrn3 
вызывала задержку начала полового созревания 
у самок мышей, в то время как у самцов мышей 
изменений в сроках полового созревания не на-
блюдалось  [74].

Время начала полового созревания определя-
ется тремя основными факторами: метаболиче-
скими, экологическими и нейроэндокринными. 
Одним из сигналов к началу полового созревания 
является достижение критического соотношения 
жировой и мышечной массы. Адипомиокины, 
такие как иризин, участвующие в модуляции 
метаболических процессов, могут опосредовать 
передачу сигналов в нейронную сеть гипотала-
муса  [75]. Экспрессия гена FNDC5, кодирующего 
предшественник иризина, была обнаружена в 
гипоталамусе и гонадах  [76], что указывает на 
его роль в регуляции репродуктивной системы 
на разных уровнях. На нейронном уровне было 
показано, что введение иризина вызывает нача-
ло полового созревания, сопровождающееся сни-
жением уровня MKRN3 и повышением уровня 
нейрокинина B (NKB, Tac2/3) и кисспептина (Kiss, 
Kiss1)  [75], которые являются двумя ключевыми 
положительными регуляторами синтеза и секре-
ции GnRH (рис.  4,  а)  [77,  78].

Считается, что MKRN3 участвует в регуляции 
уровней GnRH, NKB и Kiss. Сверхэкспрессия Mkrn3 
приводит к снижению уровней белка кисспепти-
на и нейрокинина  В в гипоталамусах мышей  [74], 
а нокаут Mkrn3 вызывает повышение уровней 
NKB [79] и GnRH1 [80]. Интересно, что миссенс-му-
тации, нарушающие функционирование домена 
RING finger, также приводят к повышению уров-
ня GnRH1  [81]. Наблюдаемые различия являются 
результатом замедленной деградации мутантного 
варианта по сравнению с белком дикого типа, что 
связано с нарушением автоубиквитинилирования 
MKRN3  [81,  82].

Кроме того, было показано, что MKRN3 регули-
рует уровни РНК 404 генов нейронов дугообразно-
го ядра, которые играют важную роль в развитии 
нейронов и синаптической пластичности, контро-
лируя организацию внеклеточного матрикса, на-
правление аксонов и формирование синапсов [79]. 
Более того, 13 из этих генов ассоциированы с воз-
растом менархе [79], что подтверждает гипотезу о 
том, что MKRN3 может быть одним из централь-
ных регуляторов сроков полового созревания. 
Между тем, влияние MKRN3 на уровень мРНК 
GnRH1, Kiss1 и Tac3 представляется противоречи-
вым. Сверхэкспрессия MKRN3 приводит к повыше-
нию концентрации соответствующих мРНК  [74], 
что, однако, может быть компенсаторным эффек-
том повышенной убиквитинлигазной активности. 
В то же время было показано, что нокаут Mkrn3 
не влияет на уровни экспрессии Kiss1, Tac3 и Gnrh1 
у самок мышей различных возрастов на протяже-
нии постнатального развития  [79]. Однако у гете-
розиготных мышей с нокаутом Mkrn3 в отцовском 
аллеле наблюдалось значительное повышение 
уровня мРНК GnRH1 для обоих полов [80].
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Рис. 4. Многообразие биологических функций MKRN3. а  – MKRN3 участвует в гипоталамической регуляции 
полового созревания, POA  – преоптическая область, ARC  – аркуатное ядро, ME  – срединное возвышение; 
б  –  MKRN3 убиквитинилирует белки для протеасомной деградации; в  –  возможные функции комплекса 
MKRN3–IGF2BP1

Было выдвинуто предположение о том, что 
MKRN3 регулирует уровни мРНК KISS1 и TAC3, ин-
гибируя активность промоторов соответствующих 
генов путём прямого связывания с ними [64]. Этот 
эффект был продемонстрирован на клеточной 
линии HEK293T  [64], однако доказательства спо-
собности MKRN3 проникать в ядра отсутствуют. 
Более вероятным представляется, что MKRN3 ре-
гулирует промоторы с помощью промежуточных 
белков, таких как белок, содержащий метил-CpG-
связывающий домен (MBD3), который является 
мишенью убиквитинилирования MKRN3. MBD3 в 
комплексе с тета-метилцитозин диоксигеназой  2 
(TET2) активирует промотор GnRH1  [80]. Было 
показано, что осуществляемое MKRN3 убиквити
нилирование MBD3 нарушает его связывание 
с TET2  [80]. Это приводит к общему снижению 
содержания 5hmC в геномах млекопитающих и, 
в частности, к снижению активности промотора 
GnRH1 (рис.  4,  а).

Кроме того, известно, что MKRN3 может вли-
ять на уровень трансляции мРНК GnRH1 путём 
ингибирования формирования комплекса ини-
циации трансляции [83]. MKRN3 непосредственно 
связывает и убиквитинилирует поли(А)-связы-
вающие белки (PABPC1 и PABPC4)  [83,  84], кото-
рые регулируют полиаденилирование и нонсенс-
опосредованный распад (NMD), контролируют 
инициацию трансляции мРНК и осуществляют 

контроль качества мРНК  [85–87]. Убиквитинили-
рование, осуществляемое MKRN3, препятствует 
связыванию PABPC1/4 с поли(А)-хвостом мРНК и, 
таким образом, приводит к укорочению поли(А)-
хвоста мРНК GnRH1 и снижению её стабильности 
(рис. 4, а) [83]. Кроме того, было показано, что PABP 
образуют авторепрессивный гетеромерный рибо-
нуклеопротеиновый комплекс с другим белком-
партнёром MKRN3 – белком  1, связывающим мРНК 
IGF2 (IGF2BP1)  [79,  88]. Таким образом, MKRN3 мо-
жет способствовать ингибированию трансляции 
мРНК PABP, образуя комплекс с IGF2BP1 и PABP. 
IGF2BP1 также участвует в аксональном транс-
порте мРНК  [89], следовательно, взаимодействие 
MKRN3 с IGF2BP1 может регулировать данный 
процесс (рис.  4,  в).

Также было выдвинуто предположение о том, 
что MKRN3 может быть вовлечён в развитие ППР 
на уровне специализации нейронов. Хотя MKRN3 
не требуется для дифференцировки GnRH1-экс-
прессирующих нейронов  [84], его функциониро-
вание может быть необходимо для формирования 
нейронной ниши. Действительно, секретируемый 
пептид NPTX1, который играет роль в формиро-
вании и ремоделировании синапсов  [90], оказал-
ся мишенью полиубиквитинилирования MKRN3 
(рис.  4,  б) [8]. Хотя уровень NPTX1 в сыворотке 
крови у больных ППР с дефицитом MKRN3 не из-
менён  [91], эти белки демонстрируют обратную 
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концентрационную зависимость в гипоталаму-
сах самок мышей в препубертатный период  [8]. 
Таким образом, гипоталамическое нарушение 
деградации NPTX1 может быть вовлечено в про-
грессирование ППР.

Однако биологическая функция MKRN3 не 
ограничивается регуляцией полового созревания. 
Достоверно определённые белки-партнёры MKRN3 
вовлечены в такие процессы, как регуляция секре-
ции инсулина, межклеточная адгезия, р53-регули-
руемый клеточный метаболизм, транскрипцион-
ная репрессия, а также транспорт и локализация 
РНК  [79,  84]. Кроме того, считается, что MKRN3 
может играть роль опухолевого супрессора, по-
скольку потеря его убиквитинлигазной активно-
сти способствует развитию глиобластомы  [92] и 
немелкоклеточной карциномы лёгких  [23]. Пред-
полагаемый механизм онкосупрессии подразуме-
вает участие в деградации различных онкогенов 
и предотвращение определённых взаимодействий 
посредством непротеолитического убиквитинили-
рования (рис.  4,  б).

Экспериментальные данные указывают на 
важную роль MKRN3 в контроле сроков полового 
созревания и поддержке правильной дифференци-
ровки нейронов. Следовательно, экспрессия этого 
гена должна строго регулироваться в организме.

Было показано, что статус метилирования 
CpG-области в промоторе Mkrn3 меняется в про-
цессе полового созревания у мышей, и она значи-
тельно меньше метилирована до начала полового 
созревания  [93], что соответствует наблюдаемым 
различиям в уровнях экспрессии. Кроме того, 
предполагается, что транскрипционный фактор 
DREAM является положительным регулятором 
экспрессии MKRN3 (рис.  4,  а), поскольку делеция 
4  нуклеотидов в его сайте связывания перед по-
следовательностью MKRN3 приводит к снижению 
активности промотора и развитию ППР  [94].

Также было обнаружено, что микроРНК 
miR-30b является отрицательным регулятором 
MKRN3 (рис. 4, а). miR-30b связывается с консерва-
тивной областью 3′UTR и способствует снижению  
содержания MKRN3 в гипоталамусе  [95]. По-види-
мому, фермент Dicer, синтезирующий микроРНК, 
играет существенную роль в функционировании 
miR-30b. Врождённая абляция Dicer в Kiss1-экс-
прессирующих нейронах мышей способствует зна-
чительному увеличению экспрессии Mkrn3  [96]. 
В  то же время на фенотипическом уровне у этих 
мутантных мышей наблюдается гипогонадотроп-
ный гипогонадизм у обоих полов и неполное по-
ловое созревание у самок.

Таким образом, MKRN3 является важнейшим 
молекулярным регулятором, который влияет на 
экспрессию генов на уровне РНК и белка, но 
при этом обладает высокой избирательностью 

действия. С одной стороны, MKRN3 влияет на 
транскрипцию своих мишеней через модуляцию 
метилирования CpG комплексом MBD3–TET2. 
С  другой стороны, он регулирует стабильность 
мРНК и трансляцию за счёт нарушения связыва-
ния PABPC1/4 с поли(А)-содержащей мРНК. Однако, 
несмотря на участие в столь глобальных процес-
сах и широкое разнообразие мишеней убиквити-
нилирования, MKRN3 проявляет высокую степень 
специфичности в своём молекулярном действии. 
В частности, он в основном вовлечён в регуляцию 
направления аксонов, организации синапсов, раз-
вития и дифференцировки нейронов. Современ-
ное понимание этого феномена основано на сле-
дующем наблюдении: экспрессия MKRN3 строго 
регулируется микроРНК и метилированием его 
промотора. Однако это не объясняет, как обеспе-
чивается внутриклеточная специфичность актив-
ности фермента. Наиболее вероятное объяснение 
механизма регуляции заключается в том, что она 
опосредована специфическим распознаванием 
последовательности мРНК, трансляция которой 
регулируется. При таком сценарии MKRN3 должен 
обладать способностью взаимодействовать с РНК 
напрямую, хотя это ещё предстоит подтвердить.

MKRN4

Mkrn4, как и Mkrn2, появился в ходе масштаб-
ной дупликации генома, специфичной для позво-
ночных. Оба этих гена расположены в древних 
дуплицированных областях в геномах тетрапод 
и рыб. Интересно, что Mkrn4 отсутствует у мышей 
и крыс, что позволяет предположить его потерю 
в  линии, ведущей к мышиным грызунам  [48].

Было показано, что у высших позвоночных, 
таких как птицы и млекопитающие, Mkrn4 экс-
прессируется на высоком уровне в нескольких 
органах, таких как семенники, мышцы и лёгкие. 
В то же время представители лучепёрых рыб де-
монстрируют гонадоспецифичные паттерны экс-
прессии Mkrn4  [48]. Что ещё более интересно, у 
лучепёрых рыб материнская копия Mkrn4 экспрес-
сируется до активации зиготического генома [48].

Структура MKRN4 включает RING-домен и три 
цинковых пальца C3H, характерные для семей-
ства. В отличие от MKRN1–3, природа и количе-
ство цинковых пальцев в MKRN4 гораздо более 
вариабельны, причём различия зависят от кон-
кретной линии  [48]. Ещё одной особенностью по-
следовательности MKRN4 является отсутствие мо-
тива, богатого цистеином и гистидином (CH)  [48].

Единственной известной мишенью убикви-
тинилирования MKRN4, которая необходима для 
активации Т-клеток, является С-концевой CNH-
домен GLK. Было показано, что индуцированная 
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MKRN4 деградация GLK предохраняет Т-клетки от 
гиперактивации, которая приводит к развитию 
системной красной волчанки  [9].

РНК-Связывающая активность MKRN. В на-
стоящее время всё чаще обнаруживают ферменты, 
которые связывают РНК-ассоциированные меха-
низмы с убиквитин-опосредованной деградацией 
белков. Эти ферменты играют ключевую роль в 
различных биологических процессах, включая ак-
тивацию сплайсосомы [97], ответ на повреждение 
ДНК, инициацию трансляции и регуляцию тран-
скрипции  [98]. В частности, было показано, что 
MKRN влияют на два последних процесса. Однако 
данных об их РНК-связывающей функции недос-
таточно.

На сегодняшний день доказано, что три из 
четырёх ферментов этого семейства являются 
компонентами рибонуклеопротеиновых комплек-
сов. Было показано, что MKRN1 и MKRN3 связы-
ваются с PABPC1, задействуя PAM2-подобный мо-
тив  [20, 21, 83]. Наличие PAM2-подобного мотива 
у MKRN4 указывает на то, что он также может 
быть частью аналогичного рибонуклеопротеино-
вого комплекса, хотя это ещё предстоит изучить. 
Примечательно, что несмотря на очевидное сход-
ство последовательностей и организации доменов 
белков, в составе этих комплексов они проявляют 
различные свойства. MKRN1 функционирует как 
глобальный сенсор трансляционных ошибок и 
запускает ККР  [46], а MKRN3 убиквитинилиру- 
ет PABPC1, тем самым дестабилизируя мРНК  [83]. 
В отличие от остальных членов семейства, MKRN2 
не имеет PAM2-подобного мотива и в основном 
связан с GLE1-содержащим комплексом ядерного 
экспорта мРНК  [24].

Только для двух ферментов (MKRN1 и MKRN2) 
было продемонстрировано прямое взаимодей-
ствие с РНК. Примечательно, что оба фермента 
предпочитают связываться в области 3′UTR [24, 46]. 
Кроме того, были охарактеризованы мотивы свя-
зывания обоих ферментов, и выяснилось, что для 
связывания MKRN1 требуется участок поли(А) дли-
ной не менее восьми нуклеотидов  [46], тогда как 
MKRN2 проявляет сродство к регионам, богатым 
CU  [24]. Однако функции других компонентов ри-
бонуклеопротеинового комплекса в определении 
специфичности узнавания РНК MKRN остаются 
неясными. Например, РНК-связывающая актив-
ность MKRN1 значительно усиливается PABPC1. 
Более того, мотив узнавания, определённый для 
MKRN1, в точности соответствует таковому у RRM 
(РНК-распознающий мотив) домена PABP [99]. Это 
указывает на то, что несмотря на способность 
MKRN связывать РНК, специфичность их узнава-
ния может определяться преимущественно дру-
гими белками, входящими в состав рибонуклео-
протеиновых комплексов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В заключение следует отметить, что все чле-
ны семейства белков MKRN обладают доменом 
RING finger и катализируют реакцию E3-убик-
витинлигазы. MKRN2–4 появились в результате 
дупликаций генома и активности ретротранспо-
зонов, поэтому MKRN демонстрируют высокую 
эволюционную консервативность. MKRN являют-
ся примером высокоорганизованных молекуляр-
ных машин, выполняющих множество функций в 
клетке. Более того, мишенями MKRN являются не 
только эукариотические, но и прокариотические 
и вирусные белки, и эти убиквитинлигазы широ-
ко распространены в различных царствах живых 
организмов, что делает их важными участниками 
клеточного метаболизма. Наиболее широкая био-
логическая функция описана для MKRN1: он мо-
дулирует длину теломер, опосредует деградацию 
ряда вирусных белков, участвует в апоптозе и 
клеточном метаболизме. MKRN2 известен тем, что 
отрицательно регулирует воспалительный ответ 
и контролирует пролиферацию клеток, однако его 
эффекты могут быть противоречивыми. MKRN3 
известен своей тканеспецифичной экспрессией, 
зависящей от периода онтогенеза, и отрицатель-
ной регуляцией полового созревания. MKRN4 
способствует нормальному функционированию и 
активации Т-клеток. Кроме того, собранные дан-
ные выявили существенную роль всех MKRN в 
развитии различных заболеваний, что делает их 
потенциальными мишенями для создания новых 
терапевтических подходов.

Также интересно рассмотреть РНК-связы-
вающую функцию, описанную для MKRN. Име-
ющиеся на сегодняшний день данные свиде-
тельствуют о том, что MKRN1, MKRN2 и MKRN3 
являются компонентами рибонуклеопротеиновых 
комплексов. Однако механизм, с помощью кото-
рого они распознают РНК, остаётся малоизучен-
ным. Кроме того, предстоит выяснить, обладают 
ли MKRN мотивами узнавания в принципе, или 
же специфичность их связывания определяется 
другими белками рибонуклеопротеиновых ком-
плексов. Таким образом, имеющиеся данные и 
накопившиеся вопросы делают семейство белков 
MKRN интересным объектом для дальнейших ис- 
следований.
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DIVERSITY OF MOLECULAR FUNCTIONS OF RNA-BINDING 
UBIQUITIN LIGASES FROM THE MKRN PROTEIN FAMILY

Review
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Makorin RING finger protein family includes four members (MKRN1, MKRN2, MKRN3, and MKRN4) 
that belong to E3 ubiquitin ligases and play a key role in various biological processes, such as cell 
survival, cell differentiation, and innate and adaptive immunity. MKRN1 contributes to the tumor 
growth suppression, energy metabolism, anti-pathogen defense, and apoptosis and has a broad va-
riety of targets, including hTERT, APC, FADD, p21, and various viral proteins. MKRN2 regulates cell 
proliferation, inflammatory response; its targets are p65, PKM2, STAT1, and other proteins. MKRN3 
is a master regulator of puberty timing; it controls the levels of gonadotropin-releasing hormone in 
the arcuate nucleus neurons. MKRN4 is the least studied member of the MKRN protein family, how-
ever, it  is known to contribute to the T cell activation by ubiquitination of serine/threonine kinase 
MAP4K3. Proteins of the MKRN family are associated with the development of numerous diseases, for 
example, systemic lupus erythematosus, central precocious puberty, Prader–Willi syndrome, degenera-
tive lumbar spinal stenosis, inflammation, and cancer. In this review, we discuss the functional roles  
of all members of the MKRN protein family and their involvement in the development of diseases.

Keywords: E3 ubiquitin ligase, RING finger proteins, MKRN, makorins, RNA-binding ubiquitin ligase, 
central precocious puberty, systemic lupus erythematosus, tumor suppressors
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АНОМАЛЬНАЯ ТЕМПЕРАТУРНАЯ ЗАВИСИМОСТЬ ТРИПЛЕТ-
ТРИПЛЕТНОГО ПЕРЕНОСА ЭНЕРГИИ В РЕАКЦИОННЫХ 

ЦЕНТРАХ МУТАНТА I(L177)H Cereibacter sphaeroides
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Тушение триплетного состояния первичного донора фотосинтетических реакционных цен-
тров за счёт переноса энергии на молекулу каротиноида является эффективным механизмом 
защиты от заселения химически активного синглетно-возбуждённого кислорода. Этот процесс 
в реакционных центрах Cereibacter sphaeroides является термоактивированным и прекраща-
ется при температурах ниже 40  К. Замещение в этих реакционных центрах аминокислотного 
остатка изолейцина на гистидин в положении  177 L-субъединицы приводит к резкому умень-
шению энергии активации, так что триплеты каротиноида продолжают заселяться даже при 
температуре 10  К. Энергия активации триплет-триплетного переноса энергии у мутанта оце-
нена в 7,5  см−1 , что более чем в десять раз ниже активационной энергии в исходных реакци-
онных центрах. При этом в определённом диапазоне температур перенос энергии протекает  
у мутанта медленнее, что связано с увеличением эффективного расстояния триплет-триплет-
ного переноса. Насколько нам известно, данная мутация  – это первая модификация реакци-
онных центров, в результате которой произошло значительное понижение энергии актива-
ции процесса триплет-триплетного переноса энергии на молекулу каротиноида. Реакционные 
центры мутанта I(L177)H представляют значительный интерес для дальнейших исследований 
механизмов тушения триплетных состояний и других фотофизических и фотохимических про-
цессов в реакционных центрах бактериального фотосинтеза.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: реакционный центр, первичный донор электрона, каротиноид, триплет-
триплетный перенос энергии, температурная зависимость, направленный мутагенез, Cereibacter 
sphaeroides.

DOI: 10.31857/S0320972524090045 EDN: JJXTCO

Принятые сокращения: БХл  – бактериохлорофилл; 
БФео  – бактериофеофитин; Кар  – каротиноид; РЦ  – 
реакционный центр; BA, В  – мономерные бактерио-
хлорофиллы; Р  – димер бактериохлорофиллов, пер-
вичный донор РЦ; QA, B  – акцепторы РЦ, убихиноны; 
Т-Т  – триплет-триплетный.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Одной из важнейших защитных функций 
фототрофных организмов является тушение три-
плетных состояний фотосинтетических пигмен-
тов. Такие состояния возникают с определённой 
вероятностью на всех стадиях процессов переноса 
и преобразования энергии возбуждённых молекул 
пигментов, и особенно при фотоиндуцированном 
переносе электронов в реакционных центрах (РЦ). 

Триплеты большинства хлорофиллов и бактерио-
хлорофиллов (БХл) представляют существенную 
потенциальную опасность, поскольку они имеют 
энергию, достаточную для заселения чрезвычайно 
активного [1] синглетно-возбуждённого состояния 
кислорода. В данной работе исследовали тушение 
триплетов БХл РЦ Cereibacter (ранее Rhodobacter) 
sphaeroides. В состав РЦ C.  sphaeroides входят три 
белковые субъединицы и десять кофакторов: 
4  молекулы БХл  а, две молекулы бактериофео-
фитина (БФео) а, две молекулы убихинона (Q), 
ион негемового железа и одна молекула кароти-
ноида (Кар), обычно сфероидена, в 15,15′-цис-кон-
фигурации  [2,  3]. Кофакторы организованы в две 
квазисимметричные цепи (часто обозначаемые 
А и В). Два из четырёх БХл образуют димер  Р с 
достаточно сильным межмолекулярным взаимо-
действием, а остальные два БХл (ВА, В) взаимодей-
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ствуют с кофакторами РЦ значительно слабее и 
называются мономерными БХл. Димер  Р при воз-
буждении РЦ выполняет роль первичного донора 
электрона. Перенос электрона развивается в зна-
чительной степени селективно по А-цепи кофак-
торов: 1Р*  → ВА  → БФеоA  → QA  → QB  [4,  5]. В ходе 
нормально функционирующего фотосинтеза все 
стадии переноса, вплоть до P+QB−, имеют суммар-
ный нулевой спин, сохраняя исходное синглет-
ное состояние возбуждённого первичного донора, 
S  =  0. Если, однако, перенос электрона от БФео к 
убихинону невозможен (например, при интен-
сивном освещении, когда QA может находиться в 
восстановленном состоянии), в радикальной паре 
[Р+БФео−] протекает синглет-триплетная спиновая 
эволюция, после рекомбинации зарядов приводя-
щая к заселению триплетного состояния первич-
ного донора,  3Р. Квантовый выход 3Р меняется в 
пределах от примерно 0,1 до 1 при понижении 
температуры от комнатной до <  70  К  [4]. Чаще 
всего тушение триплетов (бактерио)хлорофил-
лов происходит за счёт быстрого переноса их 
энергии на молекулы Кар. Впервые этот процесс 
был исследован в работе Parson и Monger  [6] для 
РЦ C.  sphaeroides. Триплеты большинства бакте-
риальных Кар лежат по энергии ниже уровня 
синглетного кислорода и имеют короткое время 
жизни, что эффективно предотвращает генера-
цию 1О2*. В  этой же работе было обнаружено, 
что быстрый триплет-триплетный (Т-Т) перенос 
энергии с первичного донора на Кар замедляется 
при понижении температуры и при T  <  40  K пре-
кращается. Авторами было сделано предположе-
ние о том, что наблюдаемый перенос энергии  – 
двухступенчатый, и промежуточное состояние 
расположено выше 3Р по энергии, так что весь 
процесс принимает характер термоактивирован-
ного. В ряде последующих работ было показано, 
что роль такого состояния играет молекула мо-
номерного БХл ВВ, расположенная в неактивной 
цепи РЦ (рис.  1)  [7–16]. Поскольку состояние 3ВВ 
ни в одной из работ зарегистрировать не удалось, 
такой вывод был сделан на основе исследования 
изменения температурной зависимости скорости 
Т-Т переноса 3Р  → Кар в результате модификаций 
РЦ, влияющих на уровни энергии триплетов  Р 
или ВВ, т.е. на энергию активации (Еа) процесса. 
Были применены такие подходы, как исполь-
зование различных штаммов C.  sphaeroides  [7],  
химическая модификация РЦ  [8, 10, 11] и, нако-
нец, изменение белкового окружения кофакторов 
РЦ путём внесения направленных мутаций  [9, 
12–16]. Экспериментально определённое значение 
Еа для дикого штамма C.  sphaeroides варьирует в 
пределах от 100  см−1 до 210  ±  40  см−1. Во  всех пе-
речисленных работах внесённые изменения при-
водили либо к заметному увеличению энергии 

активации, либо к её незначительным измене-
ниям. Невозможность наблюдения триплетов  ВВ 
была интерпретирована как результат быстрого 
переноса энергии 3ВВ  → Кар. Участие молекул  ВВ 
в тушении 3Р также согласуется с рентгенострук-
турными данными  [2,  3]. Т-Т перенос энергии 
протекает по механизму Декстера и требует пере-
крывания электронных оболочек донора и акцеп-
тора энергии, что приводит к экспоненциальному 
уменьшению скорости переноса с увеличением 
расстояния между участвующими молекула-
ми  [17,  18]. Расстояние между Р и Кар несколько 
превышает общепринятое предельное значение 
Т-Т переноса (около 10  Å). При этом молекула  ВВ 
расположена между Р и Кар, что делает её под-
ходящим кандидатом на роль промежуточного 
акцептора.

В данной работе изучена аномальная тем-
пературная зависимость Т-Т переноса энергии 
с 3Р на Кар в РЦ мутанта I(L177)H C.  sphaeroides 
методами ЭПР с временным разрешением в диа-
пазоне температур 200–10  К и оптического флеш-
фотолиза. В этом мутанте остаток изолейцина в 
положении L177 заменён на гистидин (рис.  1). 
Указанная мутация оказалась уникальной тем, 
что она приводит к значительному понижению 
активационной энергии Еа процесса 3Р → Кар, так 
что перенос энергии с заселением триплетов Кар 
продолжается даже при Т  =  10  К.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение РЦ, несущих аминокислотную 
замену изолейцина на гистидин в позиции L177, 
описано ранее  [19]. В качестве РЦ псевдодикого 
типа использовали РЦ, выделенные из штамма 
С.  sphaeroides DD13, который содержал производ-

Рис. 1. Расположение аминокислотного остатка изо-
лейцина L177 в структуре РЦ С.  sphaeroides дикого 
типа (PDB ID: 6Z02). Car  – каротиноид
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ную pRK-415, несущую немодифицированные 
копии генов puf-LMX  [19]. Культуру рекомбинант-
ных штаммов С.  sphaeroides выращивали на среде 
Хатнера  [20] в темноте, в полуаэробных условиях 
в присутствии тетрациклина (1  мкг/мл) и кана-
мицина (5 мкг/мл). РЦ выделяли методом ионооб-
менной (дикий тип) и аффинной (мутант) хрома-
тографии, как описано ранее  [21,  22]. Для работы 
с изолированными РЦ использовали буфер, содер-
жащий 20  мМ Tris-НСl (pH  8,0) и 0,2%-ный холат 
натрия, который, как показано нами ранее, спо-
собствует стабилизации РЦ  [23].

Измерения ЭПР проводили на cпектpометpе 
прямого детектирования высокого временного 
pазpешения, разработанного в нашей лаборато-
рии на базе 3-см спектрометра (PЭ 1306, CCCP). 
Модуляцию магнитного поля выключали, сиг-
нал снимали непоcpедcтвенно c пpедуcилителя 
блока CВЧ. Выходной сигнал усилителя пода-
вался на вход стробоcкопичеcкого интегpатоpа 
SR 250 («Stanford Research Systems», CША), где ин-
тегpиpовалcя в заданном временном интервале. 
Запуск интегpатоpа (момент начала интегриро-
вания) был cинxpонизиpован с возбуждающей 
вспышкой света. Выходной сигнал интегратора 
записывали в память компьютера cинxpонно с 
pазвёpткой магнитного поля, управляемой тем же 
компьютером. Для повышения чувcтвительноcти 
pазвёpтку магнитного поля проводили много-
кратно, cуммиpуя полученные cпектpы. Времен-
ное разрешение спектрометра составляет при-
мерно  170  нс.

В качестве источника возбуждающего импуль-
са света использовали лазерную систему («Solar 
Laser Systems», Белоруссия), состоящую из лазера 
накачки LQ 529B и параметрического преобразова-
теля LP 603. Возбуждение, если не указано иначе, 
проводили в полосу поглощения Р; конкретные 
длины волн возбуждения указаны в подписях к 
рисункам. Энергия вспышки на поверхности об-
разца составляла ~  1  мДж при длительности 6  нс 
и ширине полосы генерации  <  1  нм.

Изменения оптического поглощения образцов 
в ответ на такую же лазерную вспышку изме-
ряли с помощью фотоумножителя ФЭУ-79 (СССР). 
Измерения сигнала триплетов Кар проводили на 
длине волны 540  нм с использованием интерфе-
ренционного светофильтра и стеклянного филь-
тра СЗС-21 для подавления артефакта вспышки. 
Для измерения отклика системы измеряли сигнал 
от лазерной вспышки без образца и при удалён-
ном стеклянном фильтре. Сигналы ФЭУ записы-
вали на осциллограф HDO4022 («Teledyne/LeCroy», 
США) и затем передавали на компьютер для обра- 
ботки.

Температуру образцов в обоих случаях ста-
билизировали при помощи криостатов ESR 900 

(«Oxford Instruments», Англия). В качестве крио-
носителя использовали жидкий азот или жид-
кий гелий в зависимости от требуемой темпера-
туры. Препараты РЦ, содержащие 66% глицерина, 
помещали в кварцевые трубки внутренним диа-
метром  3  мм. Состояние с восстановленным ак-
цептором QA получали путём добавления 10  мМ 
аскорбата натрия и замораживания под светом, 
начиная от температуры 285  К.

Использованная оптическая система не имеет 
достаточного временного разрешения для пря-
мого определения интересующей нас скорости 
нарастания сигнала 3Кар. Кинетические парамет-
ры оптических изменений поглощения образца 
получали следующим образом. С использованием 
программы Origin («OriginLab», США) проводили 
свёртку функции отклика системы с теорети-
ческой биэкспоненциальной кривой. Результат 
совмещали с экспериментальной кинетикой, ме-
няя параметры расчёта и добиваясь наилучшего 
совпадения с экспериментом.

Измерение спектра оптического поглоще-
ния проводили на спектрофотометре Shimadzu 
UV-1601PC («Shimadzu», Япония) в плоской 1-мм 
кювете, помещаемой в самодельный криостат. 
К  образцам, содержащим 66%-ный глицерин, 
был добавлен 1  мМ аскорбат натрия для поддер-
жания первичного донора в восстановленном со- 
стоянии.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На рис.  2 представлены низкотемпературные 
спектры поглощения РЦ C.  sphaeroides дикого 
типа и мутанта I(L177)H. Данная мутация вызы-
вает наиболее яркие изменения спектра в районе 
длинноволновой QY-полосы поглощения Р, кото-
рая в случае мутанта сдвигается в коротковолно-
вую область на 18 нм, и её интенсивность падает.

На рис.  3 представлены спектры ЭПР РЦ 
мутанта I(L177)H (рис.  3,  а) и РЦ дикого типа 
(рис.  3,  б) C.  sphaeroides, измеренные при несколь-
ких температурах.

Более детальные температурные зависимости 
триплетных спектров ЭПР приведены на рис.  П1 
и рис.  П2 Приложения.

Достаточно хорошее спектральное разреше-
ние позволяет легко идентифицировать линии 
ЭПР, принадлежащие триплетам Кар и первич-
ного донора РЦ, как показано на рис.  3. Важные 
параметры спектров ЭПР триплетных состояний, 
расщепление в нулевом поле  [25], составляют: 
|D|  =  0,0190  см−1, |E|  =  0,0033  см−1 для триплета  Р 
и |D|  =  0,0278  см−1, |E|  =  0,0040  см−1 для трипле-
та Кар. Эти значения одинаковы для мутанта и 
дикого типа и хорошо соответствуют впервые 
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Рис. 2. Спектры поглощения РЦ C.  sphaeroides ди-
кого типа (пунктир) и мутанта I(L177)H (сплошная 
линия), Т  =  100 К. Полосы QY первичного донора  Р 
лежат в области 870–890  нм. Подробное описание 
спектра приведено в работе Vasilieva et  al.  [24]

Рис. 3. Влияние температуры на спектры ЭПР РЦ му-
танта I(L177)H (а) и РЦ дикого типа (б) C. sphaeroides. 
(1)  Т  =  100  К, (2)  Т  =  40  К, (3)  Т  =  10  К. Буквами на 
спектрах обозначены: С  – линии триплетов Кар, 
P  – линии триплетов первичного донора  Р. Линии 
обозначены только в низкопольной части спектра. 
Условия измерения: запись сигнала в интервале 0,2–
1,7 мкс после возбуждающей вспышки, λвозб = 882 нм. 
Стрелки показывают направление поглощения (А)  
и излучения (Е) мощности СВЧ

Рис. 4. Изменения оптического поглощения при 
λ  =  540  нм, вызванные возбуждением в полосу пер-
вичного донора (λвозб  =  870  нм) в РЦ с восстанов-
ленным первичным акцептором. а  – РЦ мутанта 
I(L177)H; б  – РЦ дикого типа. Т  =  100 К. На врезке 
представлен инвертированный отклик системы на 
6-нс вспышку лазера. Гладкими кривыми представ-
лены результаты свёртки сигнала вспышки с теоре-
тическими биэкспонентами. Параметры теоретиче-
ских кривых приведены в тексте

приведённым в работе Frank et  al.  [26] величи-
нам. Сравнивая спектры на рис.  3, можно отме-
тить следующие различия между свойствами 
триплетных состояний в этих РЦ. В РЦ дикого 
типа C.  sphaeroides при температурах 100  К и 
10  К наблюдаются чистые спектры триплетов Кар 
(рис.  3,  б, 1) и первичного донора (рис.  3,  б, 3). 
Спектры мутантных РЦ при всех приведённых 
температурах представляют собой суперпозицию 
обоих этих триплетных состояний. Важно отме-
тить, что триплет Кар в этом случае отчётливо 
виден даже при 10  К (рис.  3,  а, 3). Температурная 
зависимость спектра ЭПР мутанта I(L177)H ука
зывает на значительное уменьшение энергии ак-
тивации Еа Т-Т переноса энергии на Кар. Оценка 
величины Еа приведена в разделе «Обсуждение 
результатов».

Нельзя полностью исключить вероятность 
негомогенности препарата РЦ мутанта. Теоре-
тически препарат может содержать фракции с 
различной эффективностью переноса энергии 
3Р  →  3В  →  3Кар, что вызывается присутствием не-
одинаковых по энергии молекул  Р и В. В таком 
случае освещение на разных длинах волн будет 
приводить к возбуждению разных фракций и к 
появлению спектров ЭПР с разными вкладами со-
стояний 3Р и 3Кар. На рис. П3 Приложения приве-
дены результаты такого измерения при возбужде-
нии в области первичного донора (860–905  нм) и 
мономерных БХл (800–804  нм). Во всех случаях 
наблюдаемая форма линии ЭПР практически не 
изменяется, что указывает на гомогенность пре-
парата РЦ мутанта.

Несмотря на меньшую величину энергии ак-
тивации, Т-Т перенос энергии у мутанта I(L177)H 
при некоторых температурах протекает медлен-
нее, чем у дикого типа. На это указывает при-

сутствие сигнала триплета  Р в интервале времён 
регистрации ЭПР (пик  P на рис.  3,  а, 1), отсут-
ствующего у дикого типа (рис.  3,  б, 1). Для  более 
детального изучения данного эффекта были про-
ведены оптические измерения динамики 3Кар 
(рис.  4).

На этом рисунке представлены начальные 
участки сигналов, измеренных в районе мак-
симума поглощения триплетов Кар  [6] при воз-
буждении в полосу поглощения первичного до-
нора. Время нарастания сигналов было оценено 
в 250  нс для РЦ мутанта и в 100  нс в случае 
РЦ дикого типа при Т  =  100  К. Время полуспада  
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сигналов лежит в пределах 3–5  мкс, характерных 
для триплетных состояний Кар.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Тушение триплетного состояния первичного 
донора РЦ является важным процессом, посколь-
ку защищает РЦ от генерации активного синглет-
ного кислорода в условиях высокой освещённо-
сти, когда первичный акцептор  QA не успевает 
реокисляться цепью электронного транспорта, 
так что очередной квант света застаёт его в вос-
становленном состоянии. В результате описы-
ваемой мутации изолейцин в положении  177 
L-субъединицы РЦ C.  sphaeroides был замещён 
на гистидин. Остаток изолейцина расположен 
приблизительно между первичным донором  Р и 
БХл ВВ (рис.  1). Внесение мутации I(L177)H доста-
точно слабо влияет на фотохимические свойства 
РЦ. Так, квантовый выход фотоиндуцированного 
переноса электрона практически не меняется по 
сравнению с РЦ дикого типа и остаётся близким к 
единице. Это подтверждается измерениями кван-
тового выхода как в стационарном режиме, так и 
с временным разрешением  [19,  27].

С другой стороны, некоторые свойства му-
тантного РЦ меняются существенно. В частности, 
заметно снижается стабильность его структуры 
при нагревании в присутствии детергентов LDAO 
и Triton-Х100 [28], но использование холата натрия 
помогает снять эту проблему [23]. Кроме того, по-
лоса поглощения первичного донора смещается в 
коротковолновую сторону, и её амплитуда суще-
ственно снижается (рис.  2). Происходят структур-
ные изменения РЦ, к наиболее существенному из 
которых следует отнести возникновение прочной, 
предположительно ковалентной связи РА (поло-
вины димера  Р со стороны А-цепи кофакторов) 
с внесённым остатком гистидина L177  [19,  21,  22, 
24], см. также структуру PDB, ID: 8C3F. Значитель-
ное изменение претерпевает также Т-Т перенос 
энергии с первичного донора на Кар РЦ. В рез-
ком отличии от РЦ дикого типа, такой перенос 
продолжается даже при температурах гелиевого 
диапазона (рис.  3,  а). Это, исходя из современных 
представлений о механизме процесса, указывает 
на значительное понижение Еа, активационной  
энергии Т-Т переноса энергии 3Р  → ВВ. Такое по
нижение может быть вызвано повышением энер-
гии триплета первичного донора, сопровождаю-
щим повышение его синглетно-возбуждённого 
уровня (рис.  2). Была предпринята попытка оце-
нить значение Еа мутанта. Корректный подход 
основан на измерении температурной зависи-
мости константы скорости заселения состояния 
3Кар в РЦ с восстановленным акцептором  QA. 

Некоторым приближением к такому подходу 
можно считать использование температурной 
зависимости амплитуды сигнала ЭПР состояния 
3Кар, измеренной в коротком интервале после 
возбуждающей вспышки, чтобы минимизировать 
возможный эффект температурной зависимости 
спада сигнала 3Кар. При этом остаётся неучтён-
ной температурная зависимость квантового вы-
хода триплета  Р. Однако, согласно работе Parson 
et  al.  [29], эта зависимость не является критиче-
ской для температур ниже 77 К, по крайней мере 
для РЦ дикого типа. Температурная зависимость  
амплитуды сигнала триплета Кар моделирова-
лась экспонентой A  =  B*exp(−Ea/kT). Были исполь-
зованы данные спектров рис. П1 и рис. П2 Прило-
жения. На рис.  5,  а представлен результат такой  
процедуры для РЦ мутанта. Наилучшее соответ-
ствие экспериментальным данным получено  
при значении Еа  =  7,5  см−1.

Для оценки возможных погрешностей вы-
бранной процедуры аналогичный подсчёт был 
сделан для РЦ дикого типа (рис. 5, б). Полученная 
при этом величина энергии активации 91  см−1 
хорошо соответствует значению 100  см−1, опреде-
лённому из корректного измерения температур-
ной зависимости константы скорости заселения 
3Кар  [11]. Более низкое качество моделирования 
температурной зависимости в случае мутанта 
(рис. 5, а) может быть связано с иной, чем у дикого 
штамма, зависимостью квантового выхода 3Р от 
температуры. Ещё одна возможность – появление 
у мутанта независимого от температуры прямого  

Рис. 5. Температурные зависимости амплитуды низ-
копольной линии ЭПР триплета Кар в РЦ мутанта 
I(L177)H  (а) и дикого типа  (б) в условиях фотовос-
становленного первичного акцептора  QA. Пункти-
ром и точками обозначены экспериментальные 
данные, а сплошными линиями  – кривые, рас-
считанные по формуле A  =  B*exp(−Ea/kT). Наилуч-
шие совпадения с экспериментальными зависи-
мостями получены при значениях Еа  =  7,5  см−1  (а); 
Еа  =  91  см−1  (б). В качестве погрешностей измере-
ния приведены стандартные отклонения шумовой  
составляющей спектров
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канала переноса энергии 3Р  →  Кар. В  этом случае 
температурная зависимость будет описываться 
выражением A  =  С  +  B*exp(−Ea/kT). Результаты 
обработки данных по этой формуле приведены 
на рис.  П4 Приложения. Наилучшее совпаде-
ние с экспериментом получено при Еа  =  36  см−1, 
В  =  9700, С  =  10  500. Несмотря на хорошее совпа-
дение расчётной и экспериментальной кри-
вых, очень большой вклад прямого канала Т-Т 
переноса энергии вызывает сомнение. Доводы в 
пользу такого вывода будут подробнее обсужде- 
ны ниже.

При промежуточных значениях температуры 
Т-Т перенос энергии 3Р  →  Кар у мутанта протека-
ет медленнее, чем в РЦ дикого типа. На рис.  3,  а 
и рис.  4 это продемонстрировано для Т  =  100  К. 
На  спектре ЭПР (рис.  3,  а, 1) такое замедление 
проявляется в виде остаточного сигнала 3Р. Пря-
мая регистрация кинетики оптического поглоще-
ния 3Кар (рис.  4) при той же температуре позво-
лила оценить уменьшение скорости Т-Т переноса 
у мутанта в 2,5  раза по сравнению с РЦ дикого 
типа. Ранее похожее влияние внесённой мута-
ции наблюдали в работе Frank et  al.  [14]. Наблю-
даемое замедление объясняется изменением 
величины предэкспоненциальных множителей 
в соотношениях, описывающих температурные 
зависимости этих процессов (коэффициент  В в 
случае приведённых выше зависимостей ампли-
туды 3Кар). Эти множители при переносе энер- 
гии по механизму Декстера сами экспоненци-
ально зависят от расстояния между донором и 
акцептором энергии  [17,  18]. Экспоненциальная 
зависимость означает, что даже небольшие струк-
турные изменения могут существенно влиять на 
скорость переноса. Отметим, что кристаллическая 
структура РЦ I(L177)H  +  F(M197)H, полученная с 
разрешением 2,6  Å, не выявила существенных 
смещений молекул Кар, Р или ВВ относительно  
друг друга  [22].

Существует иная возможность увеличения 
расстояния Т-Т переноса энергии, не требующая 
пространственного смещения донора и акцеп-
тора. Известно, что триплетное состояние рас-
пределено по димеру  Р в случае РЦ C.  sphaeroides 
не вполне симметрично, примерно в соотноше-
нии 63  :  37 в пользу половины димера  РА  [30].  
Образование прочной химической связи с этой 
половиной  [19, 21, 22, 24] может внести изме-
нение в характер делокализации триплета  Р и 
привести к увеличению эффективного расстоя-
ния переноса энергии на мономерный БХл. Пред-
лагаемое изменение делокализации триплетного 
возбуждения в димере  Р должно приводить к 
увеличению параметра  D, которого в экспери-
менте не наблюдается. Нужно, однако, отметить, 
что на величину  D триплетного состояния пер-

вичного донора влияет также примешивание 
состояния с переносом заряда  [4], способное зна-
чительно уменьшить D. Увеличение асимметрии 
Р в результате проведённой аминокислотной 
замены повышает вероятность увеличения вкла-
да состояния с переносом заряда. На появление 
значительной асимметрии донора  Р в результа-
те мутации указывает также существенное уве-
личение ширины сигнала ЭПР состояния Р+  [31] 
и данные FTIR-спектроскопии  [32]. Увеличение 
расстояния и замедление Т-Т переноса энергии 
делает менее вероятным появление прямого 
канала переноса энергии, упомянутого выше, 
хотя данный вывод требует дополнительного  
исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

РЦ мутанта I(L177)H Cereibacter sphaeroides 
сохраняют высокую фотохимическую активность 
и достаточную стабильность и по этой причине 
являются интересным объектом исследования. 
Они демонстрируют аномальную возможность 
Т-Т переноса энергии от первичного донора  Р к 
молекуле Кар при температурах диапазона жид-
кого гелия. Мы предполагаем, что это связано с 
понижением активационной энергии первой ста-
дии Т-Т переноса, 3Р → ВВ, которое вызывается по-
вышением уровня энергии 3Р. Возможность акти-
вации канала прямого переноса энергии 3Р  →  Кар 
также нельзя полностью отвергать без проведе-
ния дополнительного исследования, как и про-
цессы с участием экситонных состояний [33]. При-
ведённая оценка энергии активации Еа  =  7,5  см−1 
(приблизительно 0,9  кДж/моль) носит весьма 
предварительный характер. Для уточнения этого 
параметра и механизма Т-Т переноса энергии не-
обходимо проведение измерений температурной 
зависимости константы скорости процесса 3Р  →  ВВ. 
Полученные мутантные РЦ представляют значи-
тельный интерес для изучения альтернативных 
механизмов тушения триплетных состояний, в 
частности, радикал-триплетных пар  [34], и влия-
ния магнитного поля на дезактивацию 3Р  [35]. 
Работа в этом направлении проводится в  настоя-
щее время.
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ANOMALOUS TEMPERATURE DEPENDENCE OF THE TRIPLET-
TRIPLET ENERGY TRANSFER IN Cereibacter sphaeroides I(L177)H 

MUTANT REACTION CENTERS

T. Y. Fufina, L. G. Vasilieva, I. B. Klenina, and I. I. Proskuryakov*

Institute of Basic Biological Problems, Russian Academy of Sciences,  
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: pros@issp.serpukhov.su

In photosynthetic reaction centers, quenching of the primary donor triplet state by energy transfer to 
the carotenoid molecule provides efficient suppression of singlet-excited oxygen generation, the potent 
chemical oxidant. This process in the Cereibacter sphaeroides reaction centers is thermoactivated, 
and discontinues at temperatures below 40 K. In these reaction centers, substitution of amino acid 
residue isoleucine for hystidine at the 177 position of the L-subunit results in a sharp decrease of 
the activation energy, so the carotenoid triplets are populated even at 10 K. Activation energy of the 
T-T energy transfer was estimated as 7.5 cm−1, which is more than 10-fold lower than the activation 
energy of the original reaction centers. At certain temperatures the energy transfer in the mutant 
is decelerated, which is related to the increase of the effective distance of the triplet-triplet transfer. 
To our knowledge, the described mutation presents the first reaction center modification leading 
to a significant decrease in activation energy of T-T energy transfer to the carotenoid molecule.  
The I(L177)H mutant reaction centers present a considerable interest for further studies of the triplet 
state quenching mechanisms, and of other photophysical and photochemical processes in reaction 
centers of bacterial photosynthesis.

Keywords: reaction center, primary electron donor, carotenoid, triplet-triplet energy transfer, tempera-
ture dependence, site-directed mutagenesis, Cereibacter sphaeroides
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Исследовали влияние длительного содержания крыс в условиях повышенной скученности 
на социальное поведение взрослых самцов крыс линии Вистар. С  30 по  180 постнатальный 
день (ПНД) крыс содержали либо в стандартных условиях по 5  особей (360  см2 на крысу, груп-
па СТАНД), либо в скученных условиях по 15 особей в клетках (120 см2 на крысу, группа СКУЧ). 
Начиная с 100  ПНД, изучали поведение крыс в тестах на социальное предпочтение, социаль-
ное доминирование в трубе и на агрессивное поведение в тесте «резидент–интрудер». После 
декапитации крыс на 180  ПНД брали образцы мозга из миндалины, дорзального гиппокампа, 
вентромедиального гипоталамуса и медиальной префронтальной коры для последующего ана-
лиза экспрессии мРНК генов IL-1β, TNF, TGF-β1, IL-6 с помощью метода полимеразной цепной 
реакции в реальном времени. У  крыс группы  СКУЧ, по сравнению с группой  СТАНД, было 
меньше время взаимодействия с социальным объектом в тесте на социальное предпочтение, 
было больше побед при тестировании в трубе, а также больше нападений в тесте «резидент–
интрудер». У  крыс группы  СКУЧ была существенно увеличена экспрессия гена IL-1β в гиппо-
кампе и  медиальной префронтальной коре, а также повышена экспрессия гена TGF-β1 в  гип-
покампе, миндалине и префронтальной коре. Социальный стресс повышенной скученности 
привел к  увеличению социального доминирования, агрессивности и уменьшил социальную 
мотивацию. Изменения в социальном поведении у крыс группы  СКУЧ сопровождались увели-
чением экспрессии мРНК генов провоспалительного цитокина IL-1β и противовоспалительного 
цитокина TGF-β1 в ряде структур мозга, что можно рассматривать соответственно, как про-
явление нейровоспаления и компенсаторных процессов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: повышенная скученность, тест социального доминирования в трубе, тест 
«резидент–интрудер», тест социального предпочтения, провоспалительные цитокины IL-1β, 
TNF, IL-6, противовоспалительный цитокин TGF-β1.

DOI: 10.31857/S0320972524090054 EDN: JJWUXS

Принятые сокращения: НСО – несоциальный объект; ПНД – постнатальный день; СКУЧ – скученные усло-
вия; СО – социальный объект; СТАНД – стандартные условия содержания; TGF-β1 – трансформирующий росто-
вой фактор бета-1; TNF  – фактор некроза опухоли.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Известно, что хронический психосоциальный 
стресс является фактором риска в развитии раз-
личных психопатологий, включая расстройства, 
связанные с тревогой и депрессией. У  людей 
широко распространено социальное тревожное 
расстройство, основными симптомами которого 
являются социальный страх и избегание соци-
альных ситуаций  [1]. Для изучения этиологии 

и патофизиологии социального тревожного рас-
стройства и разработки новых подходов для его 
терапевтического лечения были разработаны 
различные модели психосоциального стресса 
на животных, такие как, например, социальная 
нестабильность (social instability), социальное 
поражение (social defeat), хроническое подчинен-
ное содержание (chronic subordinate colony hous
ing), социальное поражение/перенаселенность 
(social defeat/overcrowding) и ряд других  [1, 2,  3].  
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Содержание в условиях повышенной скученности 
используется в ряде моделей в сочетании с дру-
гими стрессирующими факторами, однако послед-
ствия только скученности для формирования со-
циального поведения мало изучены.

Есть данные, что при скученности, как и при 
других моделях психосоциального стресса, проис-
ходит уменьшение социальной мотивации. Так, 
например, в условиях скученности мыши линии 
С57BL/6 и японские макаки демонстрировали со-
циальное избегание в трехкамерном тесте на со-
циальность [4]. В смешанной модели «социальное 
поражение/скученность» также наблюдали умень-
шение предпочтения социального объекта  [2] и 
даже его избегание  [3,  5] в тесте на социальное 
предпочтение/избегание. О  появлении социаль-
ной патологии при скученности свидетельствуют 
данные о каннибализме и детоубийстве, наруше-
нии в сексуальной мотивации при неконтроли-
руемом размножении большой колонии мышей 
в замкнутом объеме  [6,  7]. Влияние скученности 
на агрессивное поведение и социальное доми-
нирование изучено в меньшей степени. Однако 
было показано, что число агрессивных атак, со-
вершаемых доминантами и подчиненными, уве-
личивалось по мере возрастания числа мышей в 
колонии, при этом максимальное число мышей 
достигало 8 [8] или 12 в клетке [9]. Мало вероятно, 
что такие условия можно рассматривать в каче-
стве повышенной скученности и что животные 
испытывали при этом стресс. При стрессе соци-
альной нестабильности (чередование периодов 
социальной изоляции и скученности) также про-
исходило увеличение агонистических взаимодей-
ствий  [10]. В  колониях мышей большого размера 
(9–12 самцов) в течение 21  дня было обнаружено 
от пяти до шести изменений в доминировании, 
которое оценивали по числу совершенных агрес-
сивных атак на соседей по клетке [9]. В настоящее 
время для оценки социального доминирования 
успешно применяется тест в трубе  [11], который 
позволяет сравнить доминантные свойства жи-
вотных из разных популяций. Следует признать, 
что влияние повышенной скученности на соци-
альное поведение крыс изучено недостаточно, но 
в то же время такие исследования имеют высо-
кую актуальность. Цель нашей работы заклю-
чалась в сопоставлении социального поведения 
крыс в стандартных условиях содержания (СТАНД, 
5  крыс в клетке, 360  см2 на животное) и в усло-
виях повышенной скученности (СКУЧ, 15  крыс в 
клетке, 120  см2 на животное). Известно, что при 
такой степени скученности у животных увели-
чивается в крови содержание маркерa стресса 
кортикостерона  [12–15], уменьшается экспрессия 
гена противовоспалительного цитокина (интер-
лейкина-4  (IL-4)) и увеличивается экспрессия 

провоспалительного цитокина  (IL-17)  [16]. У  жи-
вотных в скученных условиях возникает хрониче-
ское воспаление кишечника и изменяется состав 
кишечной микробиоты  [14]. Однако не известно, 
приводит ли содержание в скученных условиях к 
нейровоспалению, т.е.  увеличивается ли экспрес-
сия провоспалительных цитокинов в различных 
структурах мозга. Исходя из этого, целью работы 
был также анализ экспрессии м-РНК генов про- и 
противовоспалительных цитокинов в различных 
структурах мозга. Наибольший интерес вызывал 
ряд структур, участвующих в механизмах соци-
ального поведения  [17]. Прежде всего, это мин-
далина и вентромедиальный гипоталамус, имею-
щие непосредственное отношение к агрессивному 
поведению  [18], а также медиальная префронталь-
ная кора, определяющая социальное доминиро-
вание  [19], и гиппокамп, остро реагирующий на 
различные стрессирующие воздействия благодаря 
наличию большого числа глюкокортикоидных 
рецепторов  [20].

В задачи данной работы входило: во-первых, 
сопоставление поведения взрослых крыс групп 
СТАНД и  СКУЧ в тесте на социальное предпо-
чтение, в тесте на социальное доминирование в 
трубе и на агрессивное поведение в тесте «рези-
дент–интрудер»; во-вторых, проведение анализа 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
(IL-1β, фактора некроза опухоли (TNF), IL-6) и 
противовоспалительного цитокина (трансфор-
мирующего ростового фактора бета-1, TGF-β1) в 
медиальной префронтальной коре, дорзальном 
гиппокампе, вентромедиальном гипоталамусе и 
миндалине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. В  экспериментах использовали 
30  крыс-самцов Вистар в возрасте 30–180 пост-
натальных дней  (ПНД) развития. Крысята были 
выведены в виварии ИВНД и НФ от родителей 
(12  пар), полученных из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА, Россия. На  25  ПНД крысят 
отсаживали от матери, и в дальнейшем живот-
ных содержали в виварии при обычном 12-ча-
совом световом режиме в свободном доступе к 
воде и стандартному корму. В  экспериментах 
соблюдали принципы гуманности, изложенные в 
директивах Европейского сообщества (2010/63/ЕU) 
и положения ИВНД и НФ  РАН о работе с экспери-
ментальными животными.

На 30  ПНД крысят помещали в различные 
условия содержания, в которых они находились 
до окончания экспериментов. Половину крыс со-
держали в стандартных условиях по 5  особей в 
клетках размером 53  ×  34  ×  17  см (360  см2 площади  
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на крысу, группа  СТАНД). Другая половина про-
живала в условиях повышенной скученности  – 
15  особей в клетке такого же размера (120  см2 на 
крысу, группа СКУЧ). Животные, содержавшиеся в 
условиях скученности, не испытывали недостатка 
в корме и воде, смена опилок в клетке проводи-
лась каждый день. В  каждой группе крыс могло 
находиться максимум две крысы из одного помета.

Тестирование социального предпочтения 
проводили на 100–120  ПНД в прямоугольной ка-
мере размером 120  ×  80  ×  35  см, с которой крысы 
были предварительно ознакомлены. Посередине 
около двух противоположных коротких стенок ка-
меры располагались цилиндры (диаметр  – 20  см) 
со стенками, сделанными из металлической сетки. 
Один цилиндр оставался пустым («несоциальный 
объект»,  НСО), в другой цилиндр («социальный 
объект»,  СО) помещали незнакомую крысу того 
же пола и такого же возраста, как и тестируемая 
крыса. Уровень освещенности камеры достигал 
40–50 лк. Поведение крыс регистрировали в тече-
ние 5  мин. Построение треков движения крысы 
и их анализ проводили с помощью программы 
Etho Vision («Noldus», Нидерланды). Анализиро-
вали число и длительность взаимодействий с  СО 
и  НСО (нос крысы непосредственно вблизи стен-
ки сетчатого цилиндра), пройденную дистанцию, 
скорость и время движения, число выходов в 
центр камеры (квадрат размером 26  ×  26 см в цен-
тре камеры), число болюсов и уринаций. Рассчи-
тывали коэффициент предпочтения цилиндров:

Кпредп.  = (ТвСО – ТвНСО)/(ТвСО + ТвНСО),	 (1)

где ТвСО  – время взаимодействия с социальным 
объектом; ТвНСО  – время взаимодействия с несо-
циальным объектом. Положительные коэффи-
циенты свидетельствовали о предпочтении  СО, 
отрицательные  –  НСО.

Социальное доминирование оценивали на 
120–130  ПНД при помощи тестирования в трубе 
из прозрачного оргстекла длиной 150  см с внут-
ренним диаметром 6 см. Эксперимент проводили 
в течение двух дней. В  первый день животные 
исследовали новую обстановку, при этом крысы 
проходили по трубе в обоих направлениях, во вто-
рой день проводили само тестирование. За  день 
до начала эксперимента крыс взвешивали и фор-
мировали пары одного веса (с точностью до 20  г), 
при этом одна крыса была из группы СТАНД, дру-
гая – из группы СКУЧ. Иерархический ранг крысы 
в домашней клетке до экспериментов не опреде-
ляли и не учитывали при формировании пар. 
Во  время тестирования крыс одновременно запу-
скали с разных концов трубы, чтобы животные 
двигались друг другу навстречу. «Победителем» 
считали то животное, которое смогло оттеснить 

оппонента назад и выйти с противоположного 
конца трубы. У  каждой пары было две попытки, 
при этом каждую крысу запускали с разных кон-
цов трубы. Если в течение 2  мин не выявлялся 
«победитель», результат считали ничейным. Про-
цент побед рассчитывали по формуле:

Число побед/число попыток × 100%.	 (2)

Поведение регистрировали на цифровую ви-
деокамеру Logitech  C270 HD Webcam («Logitech», 
Китай). Анализировали число и латентный пери-
од побед у крыс в группах СТАНД и  СКУЧ, а так-
же подсчитывали число толканий, отступлений 
и наступлений, совершенных каждой крысой во 
время теста в соответствии с методикой, описан-
ной в работе  Fan  et  al.  [21].

Тест «резидент–интрудер». Внутривидовое 
агрессивное поведение оценивали у крыс на 
150–180  ПНД при помощи теста «резидент–интру-
дер», перед которым для устранений последствий 
агонистических взаимодействий внутри домаш-
ней клетки крыс содержали в социальной изоля-
ции в течение четырех дней в индивидуальных 
клетках размером 30  ×  45  ×  20  см. Во  время теста 
в домашнюю клетку к резиденту подсаживали 
взрослую незнакомую более молодую (2,5–3  мес.) 
и меньшую по весу крысу-интрудера того же пола 
и проводили видеорегистрацию поведения обеих 
крыс в течение 10  мин с помощью цифровой ви-
деокамеры Logitech  C270 HD Webcam. Тест прохо-
дил в затемненной комнате с уровнем освещенно-
сти 20–25  лк. При этом фиксировали следующие 
параметры агрессивного поведения: 1)  латентный 
период и число нападений, инициируемых рези-
дентом, которые заканчивались либо позой под-
чинения интрудера на спине, либо дракой; 2)  чис-
ло и латентный период стоек напротив оппонента 
(боксирование); 3)  случаи агрессивного груминга 
со стороны резидента, сопровождающиеся вока-
лизацией интрудера. Кроме того, подсчитывали 
число и длительность преследований интрудера 
с аногенитальным обнюхиванием, за которым 
часто следовали агрессивные действия резидента. 
Подсчитывали также число «сексуальных атак» 
со стороны резидента, которые, согласно данным 
литературы  [22], можно рассматривать как про-
явление социального доминирования. Сексуаль-
ные атаки выражались во взбирании резидента 
на интрудера сзади, после чего следовал груминг 
гениталий.

Количественная полимеразная цепная 
реакция в реальном времени. Образцы ткани 
дорзального гиппокампа, миндалины, медиаль-
ной префронтальной коры, вентромедиального 
гипоталамуса 8  животных из каждой группы 
отбирали после декапитации крыс на 180  ПНД.  
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Для ПЦР-анализа отбирали крыс, поведение кото-
рых было наиболее характерно для каждой груп-
пы  (СТАНД и  СКУЧ), судя по результатам тестов 
на социальное доминирование в трубе и тесте 
«резидент–интрудер». За 3–5 мин до декапитации 
крыс наркотизировали с помощью хлоралгидра-
та (400  мг/кг, внутрибрюшинно) с целью мини-
мизировать стрессирующее воздействие. Мозг 
вынимали, промывали в ледяном изотоническом 
растворе NaCl, на определенных уровнях мозга в 
соответствии с атласом мозга крысы  [23] с помо-
щью хирургической ложечки (размер 2,5  ×  7  мм) 
и скальпеля производили забор биоматериала из 
правого и левого полушарий мозга. Далее, выде-
ленные структуры замораживали в жидком азоте 
и хранили  при  −80  °С.

Выделение РНК. К  замороженным пробам 
добавляли по  1  мл реагента  ExtractRNA  («Евро-
ген», Россия) и измельчали с помощью ручного 
гомогенизатора, после чего инкубировали 10 мин 
при комнатной температуре. Далее, образцы цен-
трифугировали 10  мин (11  000  g) при 4  °С. Супер-
натант переносили в новые пробирки, добавляли 
200  мкл хлороформа и перемешивали пробирки 
встряхиванием, после чего инкубировали 3  мин 
при комнатной температуре. Затем образцы цен-
трифугировали 15  мин (16  000  g) при 4  °С. Водную 
фазу переносили в новые пробирки и добавляли 
500  мкл изопропанола и 1  мкл полиакриламида, 
после чего содержимое пробирок перемешивали 
с помощью вортекса и инкубировали в течение 
10 мин при комнатной температуре. Полученную 
смесь центрифугировали 20  мин при максималь-
ный оборотах (19  000  g) при комнатной темпе-
ратуре. Полученный осадок дважды промывали 
80%-ным этанолом с центрифугированием в те-
чение 10  мин (19  000  g) также при комнатной 
температуре. После удаления этанола получен-
ный осадок сушили на воздухе и растворяли в 
12  мкл деионизированной воды. Полученный 
раствор инкубировали 5  мин при 55  °С. Концен-
трацию РНК измеряли с помощью  NanoDrop  2000 
(«Thermo  Fisher  Scientific», США).

Оценку чистоты и качества нуклеиновых 
кислот делали с помощью спектрофотометриче-
ского измерения, исходя из соотношения погло-
щения при длинах волн 230, 260 и  280  нм. Для 
дальнейшего анализа были взяты образцы, значе-
ние поглощения которых находилось в пределах 
от  1,8 и выше для соотношения  260/280, и от  2 
и выше  – для соотношения  260/230. При несоот-
ветствии образца данным параметрам оценки 
чистоты образец подвергался повторному осаж-
дению (с помощью  NaCl) и выделению нуклеино-
вых кислот. В  последующий анализ были взяты 
пробы РНК, которые соответствовали указанным 
ранее критериям оценки чистоты, и их концен-
трация составляла не менее 1000  нг на  9  мкл. 
Данное количество РНК (1000  нг) было использо-
вано для дальнейшей обработки проб с помощью 
метода обратной транскрипции. Образцы РНК, не 
подходящие под данные критерии оценки, были 
исключены из дальнейшего анализа. После выде-
ления РНК до проведения дальнейшей обработ-
ки и анализа экспериментальные пробы храни-
лись  при  −80  °С.

Обратная транскрипция. Перед обратной 
транскрипцией из полученной РНК удаляли следо-
вые количества ДНК. На реакцию брали 1 мкг РНК, 
1  мкл буфера для DNAse  I  (Mg2+) («Thermo Fisher 
Scientific»), 1  мкл  DNAse  I  (1  ед./мкл) («Thermo 
Fisher Scientific») и доводили конечный объем 
смеси деионизированной водой до  11  мкл. Смесь 
инкубировали 30 мин при 37  °С. Для остановки ре-
акции добавляли 1 мкл ЭДТА (50 мМ) и инкубиро-
вали 10  мин при 65  °С. Обратную транскрипцию 
проводили с помощью обратной транскриптазы 
MMLV  («Евроген») по инструкции производителя, 
используя смесь случайных (dN10)-праймеров и 
oligo-dT15-праймеров в присутствии ингибитора 
РНКаз (RiboCare; «Евроген»). Полученные пробы 
разводили в 16  раз для проведения ПЦР в реаль-
ном времени.

ПЦР в реальном времени. Для проведения 
ПЦР в реальном времени на одну пробу брали: 
4  мкл образца; по  0,56  мкл прямого и обратного 

Таблица 1. Последовательности использованных праймеров и температуры отжига

Ген Прямой Обратный t °С

TGF-β1 GCG CCT GCA GAG ATT CAA GTC AAC TCA GGC GTA TCA GTG GGG GTC A 65

TNF GTC CAA CTC CGG GCT CAG AAT ACT CCC CCG ATC CAC TCA G 65

IL-1β  TCT GTG ACT CGT GGG ATG AT CAC TTG TTG GCT TAT GTT CTG TC 61

IL-6 GCC ACT GCC TTC CCT ACT TCA C GAC AGT GCA TCA TCG CTG TTC ATA C 63

YWHAZ TTG AGC AGA AGA CGG AAG G GAA GCA TTG GGG ATC AAG AA 63

HPRT CGT CGT GAT TAG TGA TGA TGA AC CGT CGT GAT TAG TGA TGA TGA AC 65
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праймера (10  мкМ); 2,8  мкл смеси qPCRmix-HS 
SYBR  +  LowROX («Евроген») и доводили до общего 
объема (14  мкл) деионизированной водой. Дена-
турация проходила при температуре 95  °С в тече-
ние 15  с, отжиг праймеров длился 30  с и элонга-
ция при 72  °С – в течение 30 с. Общее количество 
циклов всех реакций было равно 40. Для каждого 
образца наносили по  2  повтора.

Для проведения реакции использовали ам-
плификатор CFX  384 Real Time PCR («Bio-Rad», 
США).

Подбор последовательности всех праймеров 
производили с помощью программы PrimerSelect, 
подбор температуры отжига проводили в про-
грамме perlprimer  (табл.  1).

Исследовали экспрессию мРНК следующих 
генов: Transforming growth factor beta  1  (TGF-β1), 
tumor necrosis factor (TNF), Interleukin-1 beta (IL-1β), 
Interleukin-6  (IL-6), tyrosine 3-monooxygenase/
tryptophan 5-monooxygenase activation protein 
zeta  (YWHAZ), Hypoxanthine guanine phosphoribosy
ltransferase  (HPRT).

Обработка данных. Относительный уровень 
экспрессии каждого гена рассчитывался, с помо-
щью метода ΔCt по формуле 2−ΔCt:

∆Ct  =  Ct  (исследуемого гена) − 
− Ct (значения внутреннего контроля),	 (3)

где Ct  – минимальный пороговый цикл гена в 
экспоненциальной фазе амплификационной кри-
вой  [24].

Для всех исследованных генов проводили 
также ПЦР в реальном времени с отрицательны-
ми контролями проб. Образцы, где разница между 
циклом, на котором поднимается сама проба и ее 
отрицательный контроль была меньше  6, исклю-
чались из анализа.

Статистическая обработка результатов. Для 
обработки результатов использовали стандарт-
ную программу STATISTICA  8.0. Распределение 
исследованных параметров было проверено на 
нормальность по критерию Колмогорова–Смирно-
ва. Если анализируемый параметр удовлетворял 
данному критерию, то при сравнении групп крыс 
использовали дисперсионный анализ ANOVA, раз-
дел One-Way ANOVA. Анализировали влияние фак-
тора  «ГРУППА» (СТАНД, СКУЧ). С  использованием 
Basic statistics строили гистограммы распределе-
ния нападений в зависимости от их латентности. 
При отсутствии нормальности распределения 
поведенческих параметров использовали непа-
раметрические методы анализа. При сравнении 
двух групп применяли U-критерий Манна–Уитни. 
При сравнении долей использовали критерий  χ2 
(2  ×  2  таблицы). Различия считали статистиче-
ски значимыми при р  <  0,05; отмечали наличие 

тенденции при 0,05  <  р  <  0,1. Данные на рисунках 
представлены в виде средних значений ± ошибки 
средних (при нормальном распределении) или в 
виде медианы, границ 25–75% распределения дан-
ных, максимальных и минимальных значений, 
первичных данных (при отсутствии нормального 
распределения).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние содержания в условиях повы-
шенной скученности на социальное предпо-
чтение крыс. Анализ поведения крыс с по-
мощью One-Way ANOVA обнаружил влияние 
фактора «ГРУППА» на  многие показатели поведе-
ния  (табл.  2): время взаимодействия с социаль-
ным объектом, коэффициент предпочтения (тен-
денция), дистанция, скорость, время движения, 
число выходов в центр, число болюсов дефекации 
(тенденция). Крысы группы  СКУЧ, по сравнению 
с группой  СТАНД, меньше времени взаимодей-
ствовали с  СО  (рис.  1,  а), время взаимодействия 
с  НСО в этих группах не различалось  (рис.  1,  б). 
21,4% самцов из группы  СКУЧ имели отрица-
тельные коэффициенты предпочтения, что сви-
детельствовало об избегании  СО. Кроме того, 
крысы группы СКУЧ проходили меньшую дистан-
цию (рис. 1, в) с меньшей скоростью и находились 
в движении меньшее время, что свидетельство-
вало об уменьшении двигательной активности; 

Таблица  2. Значения F и  р при анализе с помощью 
One-Way ANOVA различных показателей поведения 
в  тесте на социальное предпочтение

Показатель поведения Фактор  
«ГРУППА» р

Время  
взаимодействия с СО F1,28 = 4,892 0,035

Время  
взаимодействия с НСО – >0,1

Коэффициент  
предпочтения F1,28 = 3,176 0,086

Дистанция F1,28 = 50,61 0,000

Скорость F1,28 = 49,002 0,000

Время движения (%) F1,28 = 17,072 0,000

Число выходов в центр F1,28 = 11,608 0,002

Число болюсов дефекации F1,28  =  3,047 0,092

Число уринаций – >0,1

Примечание. Прочерк – не выявлено влияние фактора.
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Рис. 1. Влияние содержания в условиях повышенной скученности на различные показатели поведения крыс 
в тесте на социальное предпочтение. СТАНД  – Группа крыс, содержащихся в стандартных условиях; СКУЧ  – 
группа крыс, проживающих в условиях повышенной скученности; Т – время; * p < 0,05 – статистически зна-
чимые различия между группами СТАНД и СКУЧ (One-Way ANOVA)

а б

Рис. 2. Влияние содержания в условиях повышенной скученности на поведение крыс в тесте на социаль-
ное доминирование в трубе. *  p  <  0,05  – Статистически значимые различия между группами СТАНД и  СКУЧ 
(на панели  (а)  – χ2, 2  ×  2  таблицы; на панели  (б)  – U-критерий Манна–Уитни)

это соответствовало ранее полученным данным 
в тесте «Открытое поле»  [25]. Число выходов в 
центр у крыс группы  СКУЧ было меньше, чем 

у крыс группы  СТАНД  (рис.  1,  д), что говорило о 
большем у них уровне тревожности в тесте на 
социальное предпочтение. У  крыс группы  СКУЧ 
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Рис. 3. Влияние содержания в условиях повышенной скученности на различные показатели поведения (а–г) 
и распределение нападений крыс во времени (д и е) в тесте «резидент–интрудер» (%). Т – Время; * p  <  0,05 – 
статистически значимые различия между группами СТАНД и СКУЧ; # 0,05  ≤  p  <  0,1 – тенденция (на панелях а 
и  в  – U-критерий Манна–Уитни; на панелях  б и  г  – One-Way ANOVA; на панелях  д и  е  – χ2, 2  ×  2  таблицы)

было несколько больше болюсов дефекации, что 
можно рассматривать как свидетельство увеличе-
ния уровня эмоционального напряжения.

Влияние содержания в условиях повышен-
ной скученности на социальное доминирование 
крыс. Крысы группы СКУЧ оказывались чаще по-
бедителями  (84%) в трубе по сравнению с живот-
ными группы  СТАНД  (16%; χ2  =  30,25; р  =  0,000; 
2  ×  2  таблицы; рис.  2,  а). Эти данные свидетель-
ствуют о том, что проживание в скученных усло-
виях, по сравнению со стандартными условиями, 
приводило к увеличению социального доминиро-
вания у самцов.

Подробный анализ числа толканий, отступ-
лений и наступлений за тест в группах у СКУЧ 
и  СТАНД показал  (рис.  2,  б), что самцы груп-
пы СКУЧ совершали больше толканий и наступле-
ний, но меньше отступлений, чем группа  СТАНД, 
т.е.  они больше осуществляли активно-наступа-
тельных действий против оппонента в трубе, что, 
по-видимому, обеспечивало их победу.

Влияние содержания в условиях повышен-
ной скученности на поведение крыс в тесте «ре-
зидент–интрудер». У резидентов группы СКУЧ на-
блюдалось больше нападений на интрудеров, чем 
у крыс группы  СТАНД (U  =  38; Z  =  2,94; p  =  0,003; 
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Рис. 4. Экспрессия мРНК генов провоспалительных цитокинов TNF  (а), IL-1β  (в), IL-6  (г) и противовоспа-
лительного цитокина TGF-β1  (б) в различных структурах мозга у крыс группы СКУЧ и  СТАНД. По  горизон-
тали  – структуры мозга (ГПТ  – вентромедиальный гипоталамус; ГПК  – дорзальный гиппокамп; АМ  – мин-
далина; ПФК  – дорсомедиальная префронтальная кора); по вертикали  – относительное количество мРНК. 
* р < 0,05 – Различия между группами СТАНД и СКУЧ (U-критерий Манна–Уитни); # 0,05 ≤ р < 0,1 – тенденция

U-критерий Манна–Уитни; рис.  3,  а). Число стоек 
друг напротив друга  (рис.  3,  б) и время преследо-
вания резидентом интрудера (рис. 3, г) не отлича-
лось в группах СКУЧ и СТАНД. Число сексуальных 
атак также не различалось статистически в груп-
пах СТАНД и  СКУЧ (U-критерий Манна–Уитни; 
рис.  3,  в), хотя у крыс в группе СКУЧ их число 
было наибольшим.

Анализ гистограмм распределения во вре-
мени латентности всех нападений показал, что 
наибольшее число нападений наблюдалось в ин-
тервале 200–400  с как у группы  СТАНД  (53%), так 
и  СКУЧ  (45%)  (рис.  3,  д). В  интервале 400–600  с у 
группы  СТАНД наблюдалось всего 11%  нападе-
ний, а у группы  СКУЧ  – больше  (33%; р  =  0,049; 
χ2 = 3,57). Анализ гистограмм распределения ла-
тентности только первых за опыт нападений по-
казал  (рис.  3,  е), что в группе СТАНД в интервале 
0–200 с было совершено 14%  нападений, в  груп-
пе  СКУЧ  – несколько больше  (55%; тенденция; 
р = 0,087; χ2 = 2,92).

Таким образом, судя по числу нападений, 
крысы группы  СКУЧ показали более агрессивное 
поведение, по сравнению с группой  СТАНД, в те-
сте «резидент–интрудер», причем уровень агрес-
сии у группы СКУЧ практически не снижался к 
концу теста, и первые агрессивные проявления 
возникали с меньшим латентным периодом.

Для выявления связи между доминировани-
ем в тесте «в трубе» и числом нападений в тесте 
«резидент–интрудер» с помощью One-Way ANOVA 
по всей выборке сравнивали две группы крыс: 
в первую были отнесены крысы, победившие в 
трубе во всех матчах, во вторую  – животные, не 
победившие ни разу. В этих группах в тесте «рези-
дент–интрудер» не различалось число нападений 
(F1,20  =  1,233; p  =  0,280), число стоек (F1,20  =  0,392; 
p  =  0,538), число сексуальных атак (F1,20  =  1,438; 
p  =  0,245), число случаев агрессивного груминга 
(F1,19  =  0,571; p  =  0,459). Эти данные свидетельству-
ют об отсутствии прямой связи между агрессив-
ностью и доминированием.
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Влияние скученных условий содержания на 
экспрессию мРНК генов цитокинов в различ-
ных структурах мозга. У  крыс группы  СКУЧ, по 
сравнению с группой  СТАНД, наблюдалось суще-
ственное увеличение экспрессии мРНК гена про-
воспалительного цитокина IL-1β в гиппокампе и 
префронтальной коре (рис. 4, в). В миндалине про-
исходило небольшое повышение (на уровне тен-
денции) экспрессии мРНК генов IL-1β  (рис.  4,  в) и 
TNF (рис. 4, а). В вентромедиальном гипоталамусе 
и префронтальной коре у группы  СКУЧ происхо-
дило небольшое снижение (на уровне тенденции) 
экспрессии мРНК гена IL-6  (рис. 4, г). У крыс груп-
пы  СКУЧ наблюдалось повышение экспрессии 
гена противовоспалительного цитокина TGF-β1 
в гиппокампе, миндалине и префронтальной 
коре  (рис.  4,  б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе в тесте на социальное пред-
почтение самцы группы СКУЧ меньше времени 
взаимодействовали с социальным объектом, чем 
животные группы СТАНД. У 21,4% самцов из груп-
пы СКУЧ коэффициенты предпочтения были отри-
цательными, т.е.  они даже избегали социальный 
объект. Проживание в скученных условиях при-
водило к уменьшению социальной мотивации. 
Социальное избегание или уменьшение предпо-
чтения социального объекта наблюдали ранее 
у  мышей при смешанной модели психосоциаль-
ного стресса социального поражения/скученно-
сти  [2, 3,  5], при высокой плотности размещения 
крыс или мышей в клетке  [4,  26]. Уменьшение 
времени взаимодействия с социальным объектом 
рассматривается в качестве адаптивной поведен-
ческой стратегии для смягчения стресса, связан-
ного со скученностью  [4].

В тесте на социальное предпочтение у крыс 
группы СКУЧ, по сравнению со СТАНД, было обна-
ружено уменьшение числа выходов в центр, что 
можно рассматривать как свидетельство увеличе-
ние уровня тревожности. Кроме того, происходи-
ло уменьшение пройденной дистанции, скорости, 
времени движения, т.е.  снижение двигательной 
активности. Ранее в нашей работе в открытом 
поле, имеющем сопоставимые размеры с каме-
рой для социального предпочтения, крысы груп-
пы  СКУЧ не проявляли признаков повышенной 
тревожности, но снижали двигательную актив-
ность [25]. Можно предположить, что увеличение 
тревожности в камере на социальное предпочте-
ние в наших опытах было связано с наличием 
социального объекта в сетчатом цилиндре. В  ра-
ботах других авторов было показано, что при 
скученности у грызунов развивается тревожный 

фенотип  [27–31] и появляется депрессивноподоб-
ное поведение  [32].

В нашей работе впервые было показано, что в 
тесте на социальное доминирование в трубе сам-
цы группы  СКУЧ демонстрировали значительно 
большее число побед, чем крысы группы  СТАНД, 
что свидетельствовало об увеличении социально-
го доминирования. Самцы группы СКУЧ соверша-
ли больше активных наступательных действий в 
трубе. Ранее увеличение социального доминиро-
вания наблюдали у мышей после хронического 
непредсказуемого стресса  [33], а также у крыс 
после раннего провоспалительного стресса  [34], 
при этом в последней работе у победителей на-
блюдался более высокий базовый уровень IL-1β в 
крови, чем у проигравших. Пренатальное воздей-
ствие выхлопными газами дизельного топлива 
также приводило к увеличению доминирования 
у потомства и большей экспрессии IL-1β в пре-
фронтальной коре [35]. В крови у скученных крыс 
был обнаружен повышенный уровень провоспа-
лительных цитокинов  [16,  36,  37].

Тест «резидент–интрудер», проведенный 
после 4-дневной изоляции, показал, что у сам-
цов-резидентов группы  СКУЧ было больше напа-
дений на интрудера, чем у группы  СТАНД. При 
этом, если у группы СТАНД к концу опыта число 
нападений снижалось, то у группы СКУЧ оста-
валось на высоком уровне. Сходное увеличение 
числа агрессивных нападений и такое же распре-
деление их во времени наблюдали ранее после 
провоспалительного стресса, вызываемого введе-
нием бактериального липополисахарида (ЛПС) в 
раннем онтогенезе  [38]. После стресса социаль-
ной нестабильности, создаваемой чередованием 
периодов социальной изоляции и скученности, 
также наблюдалось увеличение агонистического 
поведения у самок крыс  [10]. Увеличение агрес-
сивных взаимодействий наблюдали в домашней 
клетке у мышей при увеличении числа живот-
ных в клетке  [8,  9,  39]. Такую закономерность 
авторы объясняли тем, что большая численность 
популяции побуждает доминирующее животное 
демонстрировать более высокий уровень агрес-
сивного поведения для поддержания своего доми-
нирующего статуса.

В настоящей работе было показано увеличе-
ние экспрессии мРНК генов провоспалительного 
цитокина IL-1β в гиппокампе, префронтальной 
коре, миндалине, а также небольшое увеличение 
экспрессии гена TNF-α (тенденция) в миндалине 
у крыс группы  СКУЧ, которых отличал повышен-
ный уровень социального доминирования и агрес-
сивности. Эти данные могут свидетельствовать, 
вероятно, о запуске процессов нейровоспаления, 
хотя содержание белков, кодируемых данными 
генами, мы не исследовали, в чем проявляются 
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определенные ограничения нашей работы. Ра-
нее после 3-дневного содержания в скученных 
условиях у крыс наблюдали увеличение уровня 
белков IL-1β в префронтальной коре и гипотала-
мусе  [40]. Полученные в настоящей работе факты 
подтверждают предположение о связи домини-
рования с активацией иммунной системы  [34], 
которое ранее возникло на основании данных о 
высоком содержании провоспалительного цито-
кина IL-1β в крови у доминантов  [34]. Высокий 
уровень экспрессии гена IL-1β в мозге может 
вызывать изменение функционирования струк-
тур мозга, участвующих в механизмах социаль-
ной иерархии. Большую роль, по-видимому, для 
увеличения социального доминирования играют 
изменения в префронтальной коре. Так, извест-
но, что медиальная префронтальная кора явля-
ется ключевой структурой мозга, определяющей 
иерархический статус  [19, 41–43]. Активация или 
торможение дорзомедиальной части префрон-
тальной коры вызывает мгновенный выигрыш 
или проигрыш соответственно  [43]. Cоциальное 
доминирование контролируется синаптической 
эффективностью в медиальной префронтальной 
коре  (mPFC), и глутаматный рецептор AMPA-типа 
(AMPA-R) является ключевым для синаптической 
эффективности  [44].

Наши данные об увеличении экспрессии гена 
провоспалительного цитокина IL-1β в гиппокампе, 
миндалине и префронтальной коре у крыс груп-
пы  СКУЧ с высоким уровнем агрессии подтвер-
ждают гипотезу о связи агрессии с повышением 
уровня цитокинов  [45]. Ранее было показано, что 
у агрессивных крыс линии Norway, по сравнению 
с неагрессивными животными, наблюдается бо-
лее высокий уровень провоспалительного цито-
кина IL-1β в гипоталамусе и во фронтальной коре 
после введения  ЛПС, а уровень противовоспали-
тельного цитокина IL-10, наоборот, уменьшен  [46]. 
Для  агрессивных мышей была характерна увели-
ченная продукция провоспалительных цитоки-
нов клетками селезенки  [47]. Эпизоды агрессии 
приводили к увеличению экспрессии мРНК генов 
IL-1β и IL-6 в префронтальной коре и гиппокам-
пе, при этом наблюдались сложные зависимости 
от социального статуса мышей, числа схваток и 
реактивности животных по уровню кортикосте-
рона в крови  [48]. У  доминантов с большой реак-
цией по уровню кортикостерона после схватки 
наблюдался существенный прирост мРНК IL-1β 
и IL-6 в префронтальной коре  [48]. Животные и 
люди с повышенной агрессивностью показывают 
увеличенный уровень провоспалительных цито-
кинов  [49].

Хотя крысы группы СКУЧ отличались повы-
шенной агрессивностью и доминированием, в 
нашей работе не было обнаружено прямой связи 

между доминированием и агрессивностью у кон-
кретных крыс, т.е.  у животных, имеющих боль-
шое число побед в трубе, могло не быть большого 
числа агрессивных нападений в тесте «резидент–
интрудер». Оппоненты в трубе никогда не куса-
ли друг друга, победа достигалась напором, тол-
каниями, стойкостью, неготовностью отступать. 
Ряд данных литературы также свидетельствует 
об отсутствии связи между доминированием 
и агрессивностью у грызунов  [33,  50] или у ко-
шек  [51]. Для более полного анализа причинно-
следственных связей между двумя поведенчески-
ми показателями, такими как агрессивность и 
доминирование, и повышением провоспалитель-
ных цитокинов в мозге требуются, по-видимому, 
дополнительные эксперименты с искусственным 
влиянием на уровень цитокинов в мозге.

Экспрессия гена цитокина TGF-β1 была повы-
шена у крыс группы СКУЧ в миндалине, префрон-
тальной коре и гиппокампе, т.е. тех же структурах, 
в которых была увеличена экспрессия провоспа-
лительных цитокинов. TGF-β1 широко известен 
как противовоспалительный цитокин, который 
может вырабатываться как глиальными, так и 
нейрональными клетками  [52,  53], его повышен-
ный уровень обнаруживается при длительной 
хронической активации микроглии. Показана 
защитная роль TGF-β1 при ряде патологий. Так, 
при болезни Альцгеймера данный цитокин осу-
ществляет иммуномодуляцию и нейропротекцию 
головного мозга  [54]. TGF-β1 способен ослаблять 
нейровоспаление и облегчать демиелинизирую-
щие повреждения при ряде заболеваний  [52], 
подавлять накопление липопротеидов низкой 
плотности в условиях инсульта  [55]. Снижение 
TGF-β1 наблюдается при дефиците когнитивных 
функций  [56]. Кроме того, показана повышен-
ная экспрессия рецептора TGF-β1 в гиппокампе 
у крыс, устойчивых к пренатальному стрессу и 
не показавших признаков развития депрессивно-
подобного поведения  [57]. На  основании данных 
литературы можно высказать предположение, 
что повышенный уровень экспрессии TGF-β1 в 
тех же структурах мозга, которые показали уве-
личение экспрессии провоспалительных цитоки-
нов, может говорить о наличии компенсаторных 
процессов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Содержание крыс-самцов в условиях повы-
шенной скученности, по сравнению с контролем, 
приводило к уменьшению времени взаимодей-
ствия с социальным объектом в тесте на соци-
альное предпочтение, что свидетельствовало об 
уменьшении социальной мотивации. Содержание 
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в скученных условиях вызывало увеличение 
социального доминирования в тесте в трубе и 
приводило к увеличению агрессивности в тесте 
«резидент–интрудер», судя по увеличению чис-
ла нападений, меньшему латентному периоду 
первых нападений и не снижению их числа к 
концу опыта. Содержание в скученных условиях 
вызывало увеличение экспрессии мРНК гена про-
воспалительного цитокина IL-1β в дорзальном 
гиппокампе, медиальной префронтальной коре 
и в меньшей степени в миндалине, что можно 
рассматривать как признаки нейровоспаления. 
У  крыс группы  СКУЧ наблюдался более высокий 
уровень экспрессии мРНК гена противовоспали-
тельного цитокина TGF-β1 в дорзальном гиппо-
кампе, миндалине и медиальной префронталь-
ной коре, что свидетельствовало, по-видимому, о 
наличии компенсаторных процессов.

Ограничения работы. Молекулярно-генети-
ческий анализ образцов мозга по ряду причин 
был проведен не у всей выборки крыс. Было ото-
брано по 8 животных в каждой группе, поведение 
которых в тестах «резидент–интрудер» и на соци-

альное доминирование в трубе было наиболее ха-
рактерно для каждой группы. Анализ экспрессии 
белков, кодируемых исследованными генами, не 
был проведен в работе, ограничились изучением 
только экспрессии мРНК соответствующих генов.
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THE INFLUENCE OF LONG-TERM HOUSING IN OVERCROWDING 
ON THE SOCIAL BEHAVIOR OF RATS AND THE EXPRESSION  

OF GENES ASSOCIATED WITH NEUROINFLAMMATION

I. V. Pavlova*, N. D. Broshevitskaya, A. A. Potekhina, and A. M. Shvadchenko

Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences,  
117485 Moscow, Russia; e-mail: pavlovfml@mail.ru

The effect of long-term housing in overcrowding on the social behavior of adult male Wistar rats was 
studied. From 30 to 180 postnatal day (PND) the rats lived in standard conditions for 5  individuals 
(360  cm2 per rat, group of STD), or in crowded conditions for 15  individuals in cages (120  cm2 per 
rat, group of CROW). Starting from 100  PND, the behavior of rats was studied in social preference 
test, social dominance tube test and in the resident intruder test for aggressive behavior. After de-
capitation of rats by 180  PND, brain samples from the amygdala, dorsal hippocampus, ventromedial 
hypothalamus and medial prefrontal cortex were taken for subsequent analysis of the expression of 
IL-1β, TNF, TGF-β1, IL-6 mRNA genes using a real-time polymerase chain reaction. Compared with 
the STD group, rats of CROW group had a shorter interaction time with a social object in the social 
preference test. Males of the CROW group had more wins in the tube test compared to the STD group, 
as well as more attacks in the resident intruder test. The expression of IL-1β in the hippocampus and 
medial prefrontal cortex was significantly increased in the rats of the CROW group, as well as the 
expression of TGF-β1 in the hippocampus, amygdala and prefrontal cortex was increased. The social 
stress of overcrowding led to an increase in social dominance, aggressiveness and decreased sociabil-
ity. Changes in social behavior in the CROW rats were accompanied by an increase in the expression 
of the proinflammatory cytokine IL-1β and the anti-inflammatory cytokine TGF-β1 in a number of 
brain structures, which can be considered, respectively, as a manifestation of neuroinflammation 
and  compensatory processes.

Keywords: overcrowding, social dominance tube test, resident-intruder test, social preference test, 
pro-inflammatory cytokines IL-1β, TNF, IL-6, anti-inflammatory cytokine TGF-β1
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Ишемический инсульт  (ИИ) и последующие нервно-психические расстройства являются одни-
ми из ведущих причин инвалидности во всем мире. Ранее было предложено несколько стра-
тегий использования экзосом для оценки риска заболеваний, связанных с  ИИ. Целью данной 
работы являлась оценка белков экзосом сыворотки крови пациентов в хроническом постин-
сультном периоде и поиск их ассоциаций с развитием постинсультных умеренных когнитив-
ных нарушений  (УКН). Сравнительный количественный протеомный анализ сывороточных 
экзосом пациентов без постинсультных УКН  (19, средний возраст 52,0  ±  8,1  года) и пациентов 
с постинсультными УКН  (11, средний возраст 64,8  ±  5,6  года) выявил достоверные различия 
в  уровнях 62  белков из 186  идентифицированных. У  пациентов с  УКН, по сравнению с паци-
ентами без  УКН, в хроническом постинсультном периоде наблюдались повышенные уровни 
белков, ассоциированных с иммунной системой, и пониженные уровни белков, участвующих 
в липидном обмене. Полученные данные позволяют предположить, что более высокий уро-
вень активации иммунной системы у пациентов в отдаленном периоде после  ИИ может быть 
одним из факторов риска развития постинсультных когнитивных расстройств, и указывают 
на  участие экзосомального транспорта в этих процессах.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: экзосомы, сыворотка крови, ишемический инсульт, масс-спектрометрия, 
протеомный анализ, постинсультные когнитивные нарушения, иммунная система.

DOI: 10.31857/S0320972524090065 EDN: JJVNNO

Принятые сокращения: Апо  – аполипопротеин; ГЭБ  – гематоэнцефалический барьер; ИИ  – ишемический 
инсульт; КМА  – комплекс мембранной атаки; УКН  – умеренные когнитивные нарушения.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Постинсультные нервно-психические рас-
стройства являются одной из ведущих причин ин-
валидности во всем мире  [1,  2]. Ишемия головно-
го мозга запускает сложную последовательность 
патофизиологических процессов. Их нарушение 
в восстановительный период может привести к 

вторичным повреждениям головного мозга и, как 
следствие, к отсроченным психоневрологическим 
изменениям у пациентов, переживших ишеми-
ческий инсульт  (ИИ)  [3]. В  проведенных ранее 
исследованиях получены данные о связи между 
ИИ и повышенным риском развития когнитив-
ных нарушений в последующие годы  [4,  5]. Пока-
зано, что постинсультное снижение когнитивных 
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функций часто сопровождается продолжитель-
ной активацией системы воспаления, вызванной 
ишемией  [6,  7]. Зачастую повышенные уровни 
провоспалительных молекул, белков каскада ком-
племента и ряда интерлейкинов в крови ассоции-
рованы с последующим снижением когнитивных 
способностей пациентов после инсульта  [8,  9]. 
К  сожалению, показатели, выявляемые в крови, 
не позволяют в полной мере оценить степень ак-
тивности нейровоспалительных процессов, кото-
рые происходят в мозге как в остром периоде, так 
и в отдаленные сроки после любого фокального 
повреждения, включая инсульт. Такой анализ, 
доступный при использовании моделей инсульта 
на животных, требует более специфических под-
ходов при исследованиях в клинике.

Все большее число исследований подтвер-
ждает ведущую роль функциональных взаимо-
действий между нейронами, микроглией, аст-
роцитами, олигодендроцитами, сосудистыми 
перицитами, внеклеточным матриксом, эндо-
телиальными и гладкомышечными клетками 
сосудов в ограничении повреждающего влияния 
на нейроны и регуляции процессов восстанов-
ления после инсульта  [10,  11]. Сложные взаимо-
действия между различными типами клеток в 
головном мозге и на периферии активируют вос-
становление сосудов, контролируют реакцию на 
нейровоспаление и проницаемость гематоэнцефа-
лического барьера  (ГЭБ), способствуя адаптивно-
компенсаторным перестройкам структур мозга 
в  постинсультном периоде  [12].

В силу своей способности преодолевать ГЭБ, 
изолировать от периферического кровообраще-
ния клеточно-специфические белки и транспор-
тировать их экзосомы являются естественными 
компонентами межклеточной передачи биологи-
ческой информации, а их состав может служить 
потенциальным биомаркером многих неврологи-
ческих заболеваний  [13]. Уникальные профили 
белков и различных классов РНК, присутствую-
щих в циркулирующих внеклеточных везикулах, 
были неоднократно идентифицированы в крови 
лиц с различными нейродегенеративными забо-
леваниями  [14–19]. Экзосомы принято считать 
продуктом эндолизосомальной системы, где они 
образуются в результате отшнуровывания вези-
кул с цитоплазматическим содержимым внутрь 
поздних эндосом. Размер экзосом составляет око-
ло 30–150  нм, они состоят из липидной двуслой-
ной мембранной структуры, заключающей в себе 
функциональное содержимое, включая РНК, ДНК, 
белки, липиды и различные метаболиты  [20].

В одном из исследований было показало, 
что экзосомы участвуют в регуляции физиологи-
ческих и патологических процессов после  ИИ, 
способствуя реорганизации и восстановлению 

структур головного мозга после повреждения [21]. 
Получены данные об участии экзосом в длитель-
ной нейропротекции после инсульта, а также в 
неврологическом восстановлении, регенерации 
нервов и регуляции периферических иммун-
ных реакций  [22]. Предполагается, что экзосомы 
играют роль в активации ангиогенеза и нейро-
генеза, а также в ремоделировании дендритов 
после повреждения мозга  [23]. Была предложена 
концепция, предполагающая, что экзосомы и их 
содержимое участвуют в ретроградной передаче 
сигналов через синапсы, осуществляя межклеточ-
ный обмен белками и РНК в нейронных сетях [24].

В последние годы исследование экзосом био-
логических жидкостей человека происходит очень 
активно. Информация о белковом составе везикул, 
в том числе экзосом, накапливается и постоянно 
обновляется в базе данных Vesiclepedia  (http://
www.microvesicles.org/), а данные о белковом 
составе экзосом различного происхождения и 
присутствующих в них РНК и липидах акку-
мулируются также в базе ExoCarta  (http://www. 
exocarta.org/).

Анализ механизмов, лежащих в основе пато-
генеза ИИ, привел к разработке стратегий исполь-
зования экзосом в диагностике и лечении этой 
патологии  [25,  26]. В  настоящее время исследова-
ния, связанные с ролью экзосом в развитии от-
сроченных постинсультных нервно-психических 
расстройств, единичны. Между тем углубление 
понимания потенциальной роли экзосомального 
транспорта в механизмах, приводящих к вто-
ричному повреждению мозга, оцененное на раз-
ных сроках заболевания, включая хронический 
постинсультный период, позволит с большей 
точностью прогнозировать исходы  ИИ, а также 
выявить молекулярные мишени для разработки 
новых подходов к лечению и реабилитации пост-
инсультных осложнений. В  рамках этой глобаль-
ной задачи целью данного исследования была 
оценка протеомного профиля экзосом сыворотки 
крови пациентов после  ИИ в хроническом пост-
инсультном периоде и анализ его ассоциаций 
с  развитием эмоциональных и когнитивных на-
рушений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Пациенты. В  исследование были включены 
30  пациентов (23  мужчины, 7  женщин), госпита-
лизированных в ГКБ им.  Кончаловского (Москва) 
в 2022–2023  гг. с острым  ИИ, согласившихся уча-
ствовать в исследовании и пришедших на кон-
трольное обследование через год и более после 
инсульта. Пациенты соответствовали следующим 
критериям: возраст  – 45–80  лет; ИИ  головного 
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мозга полушарной локализации, не затрагиваю-
щий лимбические структуры; легкая и средняя 
тяжесть  ИИ (баллы по шкале NIHSS  <  15 при по-
ступлении в больницу); поступление в стационар 
не позже 48  ч после  ИИ; способность заполнить 
психометрические шкалы. Критериями исключе-
ния были: наличие в анамнезе инсульта, череп-
но-мозговой травмы с остаточными очаговыми 
изменениями на КТ/МРТ; наличие в анамнезе 
когнитивных и депрессивных нарушений; ост-
рые и хронические соматические и гормональ-
ные заболевания; алкогольная или наркотиче-
ская зависимость. Для оценки неврологического, 
эмоционального и когнитивного статуса паци-
ентов на 3–7  день после госпитализации и при 
последующем визите использовались следую-
щие диагностические шкалы: Шкала инсульта 
национального института здоровья (National 
Institutesof Health StrokeScale, NIHSS)  [27]; Мон-
реальская когнитивная шкала (Montreal Cognitive 
Assessment, MoCA)  [28]; Госпитальная шкала тре-
воги и депрессии (Hospital Anxiety and Depression 
Scale, HADS)  [29]. Информированное согласие на 
участие в исследовании было подписано каждым 
испытуемым.

Подготовка биологических образцов для 
анализа. Забор крови из локтевой вены у паци-
ентов проводили во время контрольного визита 
через год и позже после  ИИ в утренние часы 
натощак в вакуумные системы с активатором 
свертывания для получения сыворотки крови с 
последующим центрифугированием при 2000  g 
15  мин при 4  °С.

Для выделения экзосом из сыворотки крови ис-
пользовали наборы EXO-Prepfor Exosome Isolation 
from Plasma and Serum, HBM-EXP-B5 («HansaBioMed 
Life Sciences OÜ», Эстония) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Количество экзосом 
в сыворотке крови оценивали методом имму-
ноферментного анализа при помощи наборов 
ExoTEST™ for Extracellular Vesicle immunocapture 
and quantification from human serum, HBM-RTK-POS 
(«HansaBioMed Life Sciences OÜ») в соответствии с 
инструкцией производителя.

Для удаления загрязняющих компонентов 
была проведена экстракция белков в системе 
хлороформ/метанол по следующему протоколу. 
К  исходным образцам выделенной фракции экзо-
сом в объеме 100  мкл добавляли 400  мкл мета-
нола  (99,8%), перемешивали 30  сек. Добавляли 
100 мкл хлороформа (99,5%), перемешивали 30  сек. 
Далее, добавляли 300  мкл воды, перемешивали 
30  сек. Смесь центрифугировали в течение 2  мин 
при 14  000  g. Удаляли надосадочную жидкость и 
к нижней фракции добавляли 400  мкл метанола, 
перемешивали в течение 30  сек, центрифугиро-
вали в течение 5  мин при 13  000  g, удаляли су-

пернатант. Осадок высушивали при комнатной 
температуре.

Полученный осадок экзосомальной фракции 
крови пациентов и растворенный по инструк-
ции производителя стандарт экзосом HBM-PES-100 
(«HansaBioMed Life Sciences OÜ») лизировали в 
кратном объеме буфера, содержащего 10% sodium
dodecylsulfate (SDS) в 50 мМ бикарбоната триэтил-
аммония (triethylammonium bicarbonate, TEAB). 
На  гидролиз белков трипсином брали по 50  мкг 
белка для образцов экзосом, выделенных из крови 
пациентов, и все доступное количество (93  мкг)  – 
для образца-стандарта экзосом. В  супернатантах  
определяли общую концентрацию пептидов ме-
тодом колориметрического анализа с использо-
ванием набора Pierce™ Quantitative Colorimetric 
Peptide Assay Kit («Thermo Scientific», США) в со-
ответствии с рекомендациями производителя. 
Пептиды высушивали и растворяли в 0,1%-ной 
муравьиной кислоте до конечной концентрации   
0,3  мкг/мкл.

Хромато-масс-спектрометрия образцов и 
идентификация белков. Полученные пептиды 
разделяли с использованием системы высоко-
эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
Ultimate  3000 RSLCnano («Thermo Scientific»). Масс-
спектрометрический анализ проводили на масс-
спектрометре Q-Exactive  HFX («Thermo Scientific»), 
как описано ранее  [30]. Идентификацию белков 
проводили при помощи программного обеспече-
ния MaxQuant  v.  2.0.3.0 с использованием поиско-
вого алгоритма Andromeda  [31].

Для идентификации белков использова-
ли базу данных протеома человека в  UniProt 
(UP000005640; https://www.uniprot.org/). Для вали-
дации сопоставлений (образования пар) спектров 
и пептидов PSM (Peptide-Spectrum Matches), иден-
тификации пептидов и идентификации белков 
устанавливали пороговую величину FDR (False 
Discovery Rate), равную  0,01. Белки рассматрива-
ли в качестве достоверно идентифицированных, 
если для них было обнаружено по крайней мере 
два пептида.

Для количественной оценки белков проводи-
ли мечение пептидов с использованием 10-плекс-
ного набора тандемных массовых меток  (ТМТ). 
Полученные пептиды анализировали методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС). 
Перед проведением хромато-масс-спектрометрии 
с использованием ТМТ-меток проводили обессоли-
вание образцов с использованием наконечников 
Pierce  C18  Tips. Меченые ТМТ пептиды разделяли 
с использованием системы ВЭЖХ Ultimate  3000 
RSLCnano. Масс-спектрометрический анализ про-
водили на масс-спектрометре Q-Exactive  HFX, как 
описано ранее  [30].

https://www.uniprot.org/
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Идентификацию белков проводили при помо-
щи программного обеспечения MaxQuant  v.2.0.3.0 
с использованием поискового алгоритма 
Andromeda  [31]. Для идентификации белков ис-
пользовали базу данных протеома человека в 
UniProt. Параметры были заданы в соответствии 
с рекомендациями Yu  et  al.  [32]. Для сравнитель-
ного количественного анализа при помощи ТМТ-
меток проводилась дополнительная нормализа-
ция. Нормализацию проводили для всех линий 
(пулов) мечения.

Дальнейший анализ данных, полученных в 
ходе идентификации и дополнительной норма-
лизации, проводили в программе Perseus  v.2.0.11. 
Для количественной оценки содержания белков 
в программу загружали величины нормализован-
ной интенсивности «NormRIC». Данные фильтро-
вали, удаляя возможные белки-контаминанты, 
ложноположительные идентификации, оставля-
ли в анализе только белки, которые были иденти-
фицированы по двум и более пептидам. Группы 
белков, не имеющие 85%  достоверных значений 
нормализованной интенсивности «NormRIC» хотя 
бы в одной экспериментальной группе, были уда-
лены. Хромато-масс-спектрометрический анализ 
был выполнен на базе ЦКП «Протеом человека» 
ИБМХ им.  В.Н.  Ореховича, Москва.

Статистический анализ. Статистическая об-
работка и визуализация данных были проведены 
в программах STATISTICA  10.0 (StatSoftInc., Tulsa, 
OKUSA) и в среде программирования  R с исполь-
зованием встроенных и дополнительных пакетов 
(heatmap2, ggplot2 и  др). Нормальность распреде-
ления определяли при помощи тестов Шапиро–
Уилка и Колмогорова–Смирнова. Для сравнения 
двух количественных несвязанных выборок с 
нормальным распределением данных был ис-
пользован t-тест Стьюдента. Для поиска различий 
в частотах встречаемости различных признаков 
использовали точный тест Фишера. Результаты в 
таблицах представлены как среднее и стандарт-
ная ошибка среднего. Корреляции считали при 
помощи теста Пирсона, если распределение нор-
мальное, и при помощи теста Спирмена  – если 
распределение ненормальное. При p  <  0,05 разли-
чия считали достоверными; при p  <  0,1 различия 
рассматривали как тенденцию к достоверности.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика пациентов. Из  пациентов, 
которые пришли на контрольный визит через 
год и более после  ИИ, были сформированы две 
группы на основе порогового балла  26 по шкале 
MoCA: пациенты с когнитивными симптомами 
(оценка по шкале MoCA  <  25, n  =  11) и пациенты  

без когнитивных симптомов (оценка по шкале 
MoCA  ≥  26, n  =  19). Все пациенты с когнитивны-
ми симптомами имели умеренные когнитивные 
нарушения (УКН, по шкале MoCA  >  17).

Социально-демографические данные и кли-
нико-лабораторные показатели пациентов пред-
ставлены в табл.  1. Группы пациентов не разли-
чались по уровню образования, сопутствующей 
патологии, отмеченной в анамнезе, локализации 
и латерализации инсультного очага. Следует от-
метить, что группа пациентов с УКН в среднем 
оказалась достоверно старше (64,8  ±  5,7  года про-
тив 52,0  ±  8,0  лет у пациентов без  УКН).

Показатели NIHSS, указывающие на невроло-
гический дефицит, статистически не различались 
между пациентами с  УКН и пациентами без  УКН 
как в остром периоде (4,2  ±  2,3 против 5,1  ±  1,9; 
p  <  0,61), так и во время контрольного визита 
(пациенты без  УКН  – 3,4  ±  3,1 (4  [0,5; 5,0]) против 
пациентов с  УКН  – 1,3  ±  1,8 (1  [0; 3]; р  <  0,06).

Показатели по шкале MoCA у пациентов с 
последующим УКН в остром периоде уже были 
несколько ниже по сравнению с пациентами 
без  УКН (21,6  ±  4,2 против 26,5  ±  3,4; p  <  0,01). Зна-
чительно более выраженные различия по шкале 
MoCA (р  <  0,00001) были отмечены у этих пациен-
тов на момент контрольного визита  (табл.  1).

Показатели HADS в остром периоде ИИ досто-
верно не различались между пациентами с после-
дующими УКН и без таких нарушений (2,4  ±  1,8 
против 2,6  ±  1,5; p  <  0,58). Достоверно более высо-
кие баллы HADS (p  <  0,01) у пациентов с УКН, по 
сравнению с пациентами без УКН, были отме-
чены на момент контрольного визита через год 
после  ИИ, что свидетельствует не только о сни-
жении когнитивного статуса у этих пациентов, 
но и  о наличии депрессивных симптомов, раз-
вившихся в постинсультном периоде  (табл.  1).

Стандартные лабораторные показатели через 
год после  ИИ не различались между пациентами 
сравниваемых групп, в том числе количество бел-
ка на частицу (экзосому). При этом у пациентов 
с выявленными УКН в отдаленном постинсульт-
ном периоде наблюдался более высокий уровень 
содержания экзосом в сыворотке крови (р  <  0,04) 
по сравнению с пациентами без  УКН  (табл.  1).

Чтобы проверить, влияет ли возраст на коли-
чество экзосом у обследованных пациентов, вся 
выборка, независимо от когнитивного статуса, 
была разделена по возрасту на две группы с ис-
пользованием медианы возраста: пациенты до 
57  лет (52,5 [46,0; 55,0]) и пациенты старше 57 лет 
(63,0 [63,0; 69,0]). Между группами, разделенными 
по возрасту, не было выявлено достоверных раз-
личий в уровнях экзосом сыворотки крови (5,7 
[5,1; 5,8] и 6,1 [5,8; 8,8] на мл × 109 соответственно). 
В  то же время в группе пациентов старше 57  лет 
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Таблица 1. Основные социально-демографические и клинико-лабораторные показатели

Показатель Пациенты без  УКН 
(n  =  19)

Пациенты с  УКН 
(n  =  11) Значение p

Возраст, годы 52,0  ±  8,1 64,8  ±  5,7 0,0001

Пол (мужской/женский), n 14/5 9/2 1

Образование (среднее/высшее), n 12/7 9/2 0,42

Дислипидемия (да/нет), n 10/9 5/6 1

Гипертония (да/нет), n 16/3 11/0 0,28

Курение (да/нет), n 9/10 5/6 1

Локализация (средняя/задняя мозговая артерия), n 12/7 6/5 0,71

Латерализация (правосторонняя/левосторонняя), n 11/8 3/8 0,14

Баллы по шкале MoCA 27,5  ±  1,2 23,5  ±  2,5 0,00001

Баллы по шкале HADS тревога 3,1  ±  1,7 2,8  ±  2,1 0,73

Баллы по шкале HADS депрессия 1,7  ±  1,6 4,3  ±  3,1 0,01

Глюкоза, нмоль/литр 5,75  ±  0,78 5,68  ±  0,72 0,82

Холестерин, мкмоль/литр 5,2  ±  1,2 4,33  ±  0,80 0,05

Протромбиновый индекс, % 104,0  ±  11,0 103,2  ±  4,2 0,85

Лейкоциты, 109/мл 6,8  ±  1,9 6,8  ±  0,7 0,97

Лимфоциты, % 32,6  ±  14,3 30,7  ±  11,3 0,72

Нейтрофилы, % 51,2  ±  18,9 58,3  ±  13,4 0,31

Количество экзосом, 109/мл 5,3  ±  0,9 8,0  ±  3,7 0,04

Количество белка на частицу, мг/мл 6,8  ±  3,8 6,2  ±  1,9 0,69

Примечание. Данные для возраста, шкал, лабораторных показателей и характеристик экзосом представле-
ны в виде М  ±  SD.

наблюдалась значимая отрицательная корреляци-
онная связь между количеством экзосом сыворот-
ки крови и возрастом (R = −0,78; p = 0,002). В более 
молодой группе пациентов (до 57 лет) эта корреля-
ция отсутствовала (R = −0,17, p = 0,55). Полученные 
данные свидетельствуют о том, что более высокие 
уровни экзосом в сыворотке крови у пациентов 
с УКН не были связаны с их старшим возрастом.

Белки экзосом сыворотки крови у паци-
ентов с ИИ. Для проверки чистоты выделенной 
фракции экзосом было проведено сравнение 
белковых профилей экзосом пациентов с  ИИ и 
коммерческого стандарта экзосом. Чтобы избе-
жать расхождений из-за синонимичных изоформ 
белка в образцах пациентов и в стандарте, для 
сравнительного анализа использовали названия 
генов. Было показано, что ~75%  белков из образ-
цов экзосом сыворотки крови пациентов совпали 

с белковым профилем стандартного образца экзо-
сом HBM-PES-100, что свидетельствует о приемле-
мом качестве выделения внеклеточных везикул 
(экзосом) из сыворотки крови пациентов с  ИИ. 
Большинство белков, выделенных из экзосомаль-
ной фракции пациентов в хроническом пост-
инсультном периоде, были связаны с иммунной 
системой, липидным обменом и коагуляционным 
гомеостазом.

Количественный сравнительный анализ 
белков экзосом сыворотки крови пациентов 
с УКН и без УКН. На рис. 1 представлена тепловая 
карта, демонстрирующая результаты иерархиче-
ской кластеризации белков и образцов пациентов 
с постинсультными УКН и без  УКН. Иерархиче-
ская кластеризация привела к разделению вы-
борок на основе белковых профилей пациентов 
с  УКН и  без  УКН.
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Рис. 1. Тепловая карта (heatmap), демонстрирующая результаты иерархической кластеризации образцов 
и  белковых профилей всех пациентов после  ИИ. Показана кластеризация экспрессии белков у групп паци-
ентов без  УКН и  с  УКН

Сравнительный анализ белковых профилей 
экзосом сыворотки крови пациентов с УКН вы-
явил достоверные различия в уровнях 62  белков 
по сравнению с пациентами без таких наруше-
ний (41  белок с повышенным уровнем, 21  белок 
с пониженным уровнем).

Было установлено, что практически все 
белки с повышенным уровнем, выделенные из 
экзосомальной фракции пациентов с  УКН, по 
сравнению с показателями пациентов без  УКН, 
были задействованы в активации и/или регуля-
ции иммунного ответа (табл.  2  и  3). Около 40% 
из них составляли белки системы комплемента, 
а также белки, связанные со свертываемостью 
крови  (табл.  2).

Среди белков системы комплемента, уровни 
которых были достоверно повышены в экзо-
сомальной фракции пациентов с развившимися 
УКН, по сравнению с пациентами без УКН, наи-
более важными представляются различия по С3, 
С5, С7, С1q и CD5. Необходимо отметить, что С3 
и С5 являются компонентами всех путей компле-
мента, которые активируются и расщепляются, 
привлекают иммунные клетки и модулируют 
иммунный ответ, опосредуя последующие воспа-
лительные реакции. С7  участвует в образовании 
комплекса мембранной атаки (КМА) вместе с ком-
понентами комплемента С5b, С6, С8 и  С9. Поло-
жительная корреляционная связь между уровнем 

комплемента  С8 и количеством экзосом в сыво-
ротке крови была выявлена только у пациентов 
с  УКН (R  =  0,72; p  =  0,02). Известно, что молекула 
CD5, расположенная на поверхности экзосом и 
обладающая эндопептидазной активностью сери-
нового типа, участвует в комплемент-зависимой 
цитотоксичности и регуляции активации ком-
племента. В  экзосомальной фракции пациентов 
с  УКН были выявлены положительные корреля-
ционные связи молекулы CD5 с компонентами 
комплемента С3 и  С5 (R  =  0,7;  p  =  0,03).

Большинство белков системы свертывания 
крови с достоверно повышенными уровнями 
в экзосомальной фракции пациентов с  УКН, по 
сравнению с пациентами без УКН, было функцио-
нально связано с системой комплемента, в част-
ности с C4b-связывающим белком. Кроме участия 
в каскаде комплемента, этот белок также играет 
регуляторную роль в свертывании крови путем 
связывания бета-цепи белка S, витамина K-зависи-
мого белка и кофактора активированного белка C, 
уровни которых также были повышены в экзосо-
мах у пациентов с  УКН. Также в экзосомальной 
фракции пациентов с УКН было выявлено более 
высокое содержание фибулина  1. Повышенный 
уровень фактора фон Виллебранда, известного не 
только своей ролью в поддержании гомеостаза, но 
и как медиатора сосудистого воспаления, также 
был продемонстрирован в экзосомальной фрак-
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Таблица 2. Белки системы комплемента и системы свертывания крови, уровни которых были достоверно 
повышены в экзосомальных фракциях пациентов с  УКН по сравнению с пациентами без  УКН

Белок Белковая  
группа ID

Пациенты 
без  УКН; n  =  19

Пациенты 
с  УКН; n  =  11 Значение p Ген

М SD М SD

Комплемент C5 P01031 0,225 0,048 0,301 0,053 0,0003 C5

Комплемент C1r A0A3B3ISR2 0,219 0,072 0,322 0,074 0,0009 C1R

Фактор комплемента CFHR2,  
связанный с H2 A0A3B3IQ51 0,229 0,065 0,304 0,075 0,008 CFHR2

Kомплемент цепи C1q  B D6R934 0,239 0,040 0,284 0,033 0,004 C1QB

Комплемент C3 P01024 0,231 0,055 0,294 0,060 0,007 C3

Комплемент C7 P10643 0,249 0,024 0,279 0,024 0,003 C7

С4b-связывающий белок P20851 0,227 0,063 0,300 0,069 0,007 C4BPB

Aльфа-цепь C4b-связывающего 
белка P04003 0,224 0,055 0,294 0,057 0,003 C4BPA

Фактор комплемента  H P08603 0,224 0,054 0,302 0,084 0,004 CFH

Комплемент C1s P09871 0,220 0,069 0,318 0,076 0,001 C1S

Комплемент субкомпонента C1q, 
субъединица  A P02745 0,236 0,057 0,292 0,067 0,02 C1QA

Комплемент С2 B4DQI1 0,188 0,074 0,246 0,070 0,04 C2

Молекула CD5 O43866 0,241 0,055 0,291 0,033 0,01 CD5L

Комплемент субкомпонента C1q, 
субъединица  C P02747 0,229 0,078 0,296 0,068 0,02 C1QC

Белок  S A0A3B3ISJ1 0,233 0,055 0,299 0,051 0,003 PROS1

Фактор фон Виллебранда P04275 0,214 0,047 0,320 0,052 0,00001 VWF

Фибулин 1 P23142 0,241 0,064 0,303 0,042 0,007 FBLN1

Таблица 3. Иммуноглобулины, уровни которых были достоверно повышены в экзосомальных фракциях 
пациентов с УКН по сравнению с пациентами без  УКН

Белок Белковая 
группа ID

Пациенты 
без  УКН; n  =  19

Пациенты 
с  УКН; n  =  11 Значение p Ген

М SD М SD

Предшественник J-цепи 
иммуноглобулина P01591 0,232 0,046 0,308 0,044 0,0001 IGJ; JCHAIN

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 4-1 P06312 0,240 0,036 0,293 0,034 0,0004 IGKV4-1

Иммуноглобулин каппа 
константа P01834 0,232 0,039 0,295 0,041 0,0003 IGKC

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 2D-29 A0A5H1ZRS9 0,232 0,069 0,303 0,053 0,007 IGKV A18; 

IGKV2D-29
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Таблица  3 (окончание)

Белок Белковая 
группа ID

Пациенты 
без  УКН; n  =  19

Пациенты 
с  УКН; n  =  11 Значение p Ген

М SD М SD

Иммуноглобулин 
тяжелый константа 
альфа-1

P01876 0,234 0,047 0,292 0,064 0,009 IGHA1

Иммуноглобулин лямбда 
константа  2 P0DOY2 0,235 0,058 0,297 0,040 0,004 IGLC2

Иммуноглобулин 
тяжелый 
вариабельный  1-69

P01742 0,223 0,059 0,303 0,062 0,002 IGHV1-69

Иммуноглобулин 
тяжелый константа 
гамма  1

P01857 0,230 0,058 0,300 0,045 0,002 IGHG1

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 1D-33 A0A2Q2TTZ9 0,239 0,042 0,290 0,034 0,002 IGKV1D-33

Иммуноглобулин 
тяжелый вариабельный 
3/OR16-12

A0A075B7B8 0,239 0,066 0,298 0,045 0,01 IGHV3OR16-12

Иммуноглобулин 
тяжелый  
вариабельный 3-49

A0A0A0MS15 0,235 0,078 0,301 0,064 0,02 IGHV3-49

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 3D-20 A0A0C4DH25 0,239 0,054 0,297 0,061 0,01 IGKV3D-20

Иммуноглобулин  
тяжелый  
вариабельный 5-51

A0A0C4DH38 0,240 0,044 0,284 0,062 0,03 IGHV5-51

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 1-6 A0A0C4DH72 0,236 0,066 0,300 0,058 0,01 IGKV1-6

Иммуноглобулин 
тяжелый  
вариабельный 3-72

A0A4W8ZXM2 0,235 0,047 0,285 0,051 0,01 IGHV3-72

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 2D-28 A0A5H1ZRS2 0,246 0,033 0,278 0,031 0,01 IGKV2D-28

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 1D-39 P04432 0,240 0,031 0,272 0,035 0,01 IGKV1D-39

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 1-5 P01602 0,244 0,058 0,288 0,041 0,03 IGKV1-5

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 3-20 P01619 0,243 0,047 0,289 0,052 0,02 IGKV3-20

Иммуноглобулин каппа 
вариабельный 3-15 P01624 0,239 0,060 0,291 0,038 0,01 IGKV3-15

Иммуноглобулин лямбда 
вариабельный 1-47 P01700 0,236 0,074 0,301 0,042 0,01 IGLV1-47

Иммуноглобулин лямбда 
вариабельный 3-30 P01768 0,234 0,082 0,307 0,066 0,02 IGV3-30

Иммуноглобулин 
тяжелый  
вариабельный 3-43D

P0DP04 0,245 0,043 0,281 0,025 0,02 IGHV3-43D
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Таблица 4. Белки, связанные с липидным обменом, с пониженным уровнем в экзосомальных фракциях 
пациентов с  УКН по сравнению с пациентами без  УКН

Белок Белковая 
группа ID

Пациенты 
без  УКН; n  =  19

Пациенты 
с  УКН; n  =  11 Значение p Ген

М SD М SD

Сывороточный амилоид А2,  А4 A0A096LPE2 0,279 0,075 0,198 0,032 0,002 SAA2–
SAA4

Аполипопротеин  С-I (АпоС-I) K7ERI9 0,301 0,101 0,192 0,071 0,004 APOC1

Аполипопротеин  А-I (АпоА-I) P02647 0,290 0,069 0,220 0,038 0,004 APOA1

Аполипопротеин  М (АпоМ) O95445 0,288 0,066 0,212 0,045 0,002 APOM

Белок, связывающий ретинол  4 Q5VY30 0,282 0,068 0,221 0,048 0,015 RBP4

Аполипопротеин  Е (АпоЕ) P02649 0,297 0,104 0,182 0,043 0,002 APOE

Аполипопротеин  С-III (АпоС-III) B0YIW2 0,300 0,162 0,181 0,074 0,03 APOC3

Аполипопротеин  С-IV (АпоС-IV) K7ER74
P55056 0,293 0,159 0,183 0,073 0,04 APOC4–

APOC2

Аполипопротеин  L-I (АпоL-I) O14791 0,274 0,048 0,231 0,044 0,02 APOL1

Аполипопротеин  Н (АпоН) P02749 0,277 0,059 0,229 0,026 0,02 APOH

Аполипопротеин  В (АпоВ) P04114 0,286 0,085 0,207 0,092 0,03 APOB

Аполипопротеин A-IV (АпоA-IV) P06727 0,285 0,092 0,219 0,027 0,03 APOA4

Кластерин P10909 0,278 0,061 0,231 0,033 0,03 CLU

Параоксоназа  1 P27169 0,290 0,069 0,213 0,047 0,003 PON1

Калликрейн  В1 P03952 0,276 0,047 0,240 0,030 0,029 KLKB1

Фактор свертывания крови  II, 
тромбин P00734 0,277 0,047 0,228 0,032 0,005 F2

Инсулиноподобный 
фактор  роста P35858 0,264 0,071 0,207 0,042 0,021 IGFALS

Гиалуроновый связывающий 
белок  2 Q14520 0,276 0,040 0,239 0,029 0,012 HABP2

Пренилцистеиноксидаза  1 Q9UHG3 0,280 0,082 0,213 0,045 0,019 PCYOX1

Транстиретин A0A087WT59 0,277 0,042 0,237 0,041 0,018 TTR

ции пациентов с  УКН. Корреляционный анализ 
белков экзосомальной фракции пациентов с  УКН 
выявил отрицательную связь между уровнем фак-
тора фон Виллебранда и уровнем иммуноглобу-
лина каппа вариабельного 4-1  (R  =  −0,7; p  =  0,04).

В табл.  3 представлены иммуноглобулины, 
уровень которых был достоверно выше в экзо-
сомальных фракциях пациентов с  УКН по срав-
нению с пациентами  без  УКН.

Количество экзосом в сыворотке крови было 
отрицательно связано с уровнем иммуноглобулина 
тяжелого вариабельного 3-43D (R  =  −0,77; p  =  0,02) 

и положительно  – с уровнем иммуноглобулина 
тяжелого вариабельного 1-46 (R  =  0,74; p  =  0,02).

В табл.  4 представлены белки, связанные с 
липидным обменом и имеющие пониженный 
уровень в экзосомальной фракции пациентов 
с  УКН по сравнению с пациентами  без  УКН.

Более 70%  белков, имеющих пониженные 
уровни в экзосомальной фракции пациентов 
с УКН, по сравнению с пациентами без УКН, были 
связаны с липидным обменом. Различия между 
группами были выявлены по уровням сывороточ-
ного амилоида А2,  А4, а также по ряду аполипо-



БЕЛКИ ЭКЗОСОМ КРОВИ И ПОСТИНСУЛЬТНЫЕ КОГНИТИВНЫЕ НАРУШЕНИЯ 1555

БИОХИМИЯ том 89 вып. 9 2024

Таблица 5. Корреляции уровней белков экзосом пациентов с УКН с психометрическими показателями

Шкала Белковая группа  ID/название белка R2 Значение p

HADS P01834/иммуноглобулин каппа константа 0,8 0,019

HADS P06312/иммуноглобулин каппа вариабельный 4-1 0,8 0,015

MoCA P01834/иммуноглобулин каппа константа 0,8 0,009

MoCA P02647/AпoА-I 0,8 0,006

MoCA P06312/иммуноглобулин каппа вариабельный 4-1 0,7 0,03

HADS P01024/комплемент C3 0,9 0,003

протеинов высокой плотности (АпоА-I, АпоА-IV, 
АпоС-I, АпоС-III, АпоL-I). Известно, что понижен-
ное содержание АпоА-I связывают с низким уров-
нем и замедленным выведением холестерина из 
сосудов. Анализ белковых связей в экзосомальной 
фракции пациентов с  УКН выявил положитель-
ную корреляцию уровня АпоA-I с уровнем имму-
ноглобулина каппа вариабельного 3-20 (R  =  0,9; 
p  =  0,0003) и отрицательную корреляцию уровня 
АпоC-I с уровнем молекулы CD5, участвующей в 
комплемент-зависимой цитотоксичности и регу-
ляции активации комплемента (R = −0,8; p = 0,004).

Уровни АпоM и ретинол-связывающего бел-
ка 4 (RBP4) из семейства липокалинов также были 
снижены у пациентов с  УКН по сравнению с па-
циентами без  УКН. У  пациентов с  УКН была вы-
явлена положительная корреляция уровня АпоМ 
с уровнями тромбина (R  =  0,6; p  =  0,05) и калли-
креина В1 (R = 0,7; p = 0,002) и положительная кор-
реляция уровня RBP4 с уровнем иммуноглобулина 
тяжелого вариабельного 3-43D (R = 0,8; p = 0,01).

В экзосомальной фракции пациентов с  УКН 
наблюдался пониженный уровень параоксо-
назы  1  (PON1), по сравнению с пациентами 
без  УКН, и была выявлена положительная корре-
ляционная связь между уровнями PON1 и АпоC-IV 
(R  =  0,8;  p  =  0,009).

Различия между группами пациентов были 
найдены также по уровням белков, регулирующих 
и/или входящих в состав хиломикронов, а также 
липопротеинов низкой и очень низкой плотности 
(АпоС-IV, АпоВ, АпоН, АпоЕ). У  пациентов с  УКН 
была найдена отрицательная корреляционная 
связь уровня АпоЕ с уровнем иммуноглобулина 
тяжелого константа мю (R  =  −0,8; p  =  0,002).

Кроме того, в экзосомальной фракции паци-
ентов с УКН, по сравнению с пациентами без УКН, 
был выявлен пониженный уровень кластерина  1 
и показана его отрицательная корреляция с уров-
нем С7-компонента комплемента, входящим в 
КМА (R  =  −0,9; p  =  0,0016), которая соответствует 
представлению о роли кластерина как ингиби-
тора КМА.

У пациентов с  УКН также были выявлены 
более низкие уровни сериновых протеаз, по срав-
нению с пациентами без  УКН, включая тромбин, 
который является важным компонентом свер-
тывающей системы крови, калликреин  В1, свя-
занный с контактной активацией свертывания 
крови, и белок, связывающий гиалуроновую кис-
лоту, который участвует в клеточной адгезии и 
негативно регулирует целостность сосудов. Уро-
вень транстиретина также был снижен в экзосо-
мальной фракции пациентов с УКН по сравнению 
с  пациентами  без  УКН.

Корреляции уровня экспрессии белков экзо-
сом с психометрическими шкалами для оценки 
эмоционального и когнитивного статуса паци-
ентов. Корреляционный анализ уровней белков 
экзосом в объединенной популяции пациентов с 
ИИ с показателями шкал оценки эмоционально-
го и когнитивного статуса показал лишь слабые 
связи шкалы HADS с уровнями иммуноглобулина 
каппа вариабельного  1-5 (R  =  0,4; p  =  0,04), АпоM 
(R  =  0,5; p  =  0,01) и АпоA-I (R  =  0,4; p  =  0,04). Напро-
тив, у пациентов с  УКН были обнаружены: силь-
ная положительная корреляция показателей шка-
лы HADS с уровнем С3-компонента комплемента 
(R  =  0,9; p  =  0,003), сильная положительная корре-
ляция показателей шкал HADS и MoCA с уровнями 
экзосомальных иммуноглобулинов, сильная поло-
жительная корреляция между баллами по шкале 
MoCA и уровнем АпоА-I (R = 0,8; p = 0,006) (табл. 5). 
При этом уровень АпоА-I положительно коррели-
ровал с уровнем иммуноглобулина каппа вариа-
бельного 3-20 (R  =  0,9;  p  =  0,0003).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Восстановление после  ИИ часто затруднено 
последующим психоневрологическим ухудшени-
ем состояния пациентов. Известно, что ИИ чаще 
встречается у пожилых людей, и пожилой возраст 
существенно влияет на исходы инсульта  [33]. По-
лученные результаты еще раз подтверждают это, 
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поскольку при обследовании пациентов в хрони-
ческом постинсультном периоде позднее года по-
сле  ИИ в группу с выявленными когнитивными 
и эмоциональными изменениями попали люди 
старшего возраста. Старение связано с иммун-
ной дисрегуляцией, характеризующейся высоким 
уровнем циркулирующих провоспалительных 
медиаторов, которые могут способствовать воз-
растному снижению когнитивных функций и 
усугублению хронических заболеваний  [34]. Дан-
ные исследований подтверждают связь между 
нейровоспалением и когнитивной дисфункцией в 
позднем возрасте  [35], указывая на то, что нейро-
воспаление может быть одной из причин более 
неблагоприятного нейропсихиатрического про-
гноза у пожилых людей после ИИ по сравнению с 
более молодыми пациентами. В то же время полу-
чены другие данные, свидетельствующие о том, 
что молодые пациенты с  ИИ часто сталкиваются 
с более высоким риском постинсультной демен-
ции по сравнению с пожилыми пациентами. Этот 
риск увеличивается примерно в 2  раза, по срав-
нению с общей популяцией, и остается стабильно 
высоким даже через 10  лет после инсульта  [36].

Ранее было показано, что инсульт не только 
индуцирует местную нейровоспалительную реак-
цию, но и оказывает существенное влияние на си-
стемный иммунитет на всех стадиях заболевания, 
от начала до отдаленных исходов  [37]. В  настоя-
щее время принято считать, что воспаление уча-
ствует в патогенезе постинсультных когнитивных 
нарушений. В  ранее проведенных исследованиях 
была выявлена связь между концентрациями 
системных воспалительных биомаркеров крови 
через 36  месяцев после  ИИ и постинсультными 
когнитивными нарушениями [8]. Также были про-
демонстрированы роль экзосом в опосредовании 
иммунных и воспалительных реакций и участие 
экзосом в развитии заболеваний с воспалитель-
ным компонентом  [38]. Ряд исследований свиде-
тельствуют о том, что экзосомы переносят в голов-
ной мозг воспалительные белки, генерируемые 
на периферии, что приводит к активации мик-
роглии и астроцитов и инициирует хроническое 
нейровоспаление  [39,  40]. В  хроническом постин-
сультном периоде нами был выявлен достоверно 
более высокий уровень экзосом в крови пациен-
тов с  УКН по сравнению с пациентами без  УКН. 
При этом повышенный уровень экзосом в крови у 
пациентов с  УКН не был обусловлен их старшим 
возрастом. Полученные данные, включая корре-
ляции между количеством экзосом в сыворотке 
крови и уровнями иммуноглобулинов и белков 
системы комплемента в экзосомальных образцах 
пациентов с  УКН, позволяют предположить, что 
у этих пациентов может быть более выраженная 
постинсультная активация системного иммуните-

та по сравнению с пациентами без  УКН. В  экзо-
сомальной фракции пациентов с УКН также были 
выявлены более высокие уровни фактора фон 
Виллебранда, комплемент C4b-связывающего бел-
ка  S, витамина К-зависимого белка и активиро-
ванного кофактора  С-белка, которые участвуют в 
активации тромбопоэза, способствуя аберрантной 
и избыточной активации иммунотромбоза  [41]. 
Показано, что воспаление и коагуляция обладают 
способностью усиливать друг друга, вместе усугуб-
ляя повреждения, вызванные  ИИ, и способствуя 
вторичным осложнениям после ИИ [42]. Получен-
ные нами результаты позволяют предположить, 
что неблагоприятный психоневрологический ис-
ход в хроническом периоде после ИИ может быть 
обусловлен вторичным повреждением головного 
мозга вследствие повышенной активации иммун-
ной системы, которое реализуется при участии 
экзосомального транспорта и сильнее выражено 
у пожилых пациентов. Ранее было показано, что 
белки системы комплемента, являющейся одной 
из основных эффекторов врожденной иммунной 
системы, играют заметную роль в постинсульт-
ном восстановлении  [9]. В  проведенном нами 
исследовании экзосомы пациентов с  УКН имели 
достоверно более высокие уровни белков систе-
мы комплемента (С3, С5, С7, С2, С1q, С1r, С1s, С4b), 
фактора Н, а также молекулы CD5, участвующей в 
комплемент-зависимой цитотоксичности и регу-
ляции активации комплемента по сравнению с 
пациентами без таких нарушений.

Нерегулируемая или чрезмерная активация 
белков системы комплемента может вызывать 
синаптическую дисфункцию и способствовать 
усилению воспалительных реакций в головном 
мозге  [41]. Предыдущие клинические исследова-
ния указывают на повышенные уровни белков 
комплемента, особенно комплемента С3 и продук-
тов его трансформации С3а и С5b-9, в образцах 
плазмы/сыворотки крови после ишемии. Важно 
отметить, что наличие комплемента C1q, C4d, C3c, 
C9 и MAC/C5 было выявлено посмертно в ишеми-
зированных областях головного мозга у пациен-
тов с инсультом  [42]. Более того, было обнару-
жено, что повышенный уровень белков системы 
комплемента, вероятно, предсказывает риск не-
благоприятного исхода у пациентов с инсультом. 
Повышенный уровень комплемента С3 плазмы 
крови у пациентов с эмболическим, ишемиче-
ским или криптогенным инсультом был ассоции-
рован с худшими неврологическими исходами 
через 3  месяца и 2  года после инсульта  [43,  44]. 
Недавно проведенное исследование молодых па-
циентов с  ИИ (18–50  лет) показало, что уровень 
комплемента  С3в плазме крови ассоциирован с 
прогнозом через 3  месяца после  ИИ  [45]. Кроме 
того, установлено, что генетическая изменчи-
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вость гена комплемента С3 ассоциирована с  ИИ, 
в частности с криптогенным инсультом  [42]. Эти 
результаты свидетельствуют о том, что уровень 
системного комплемента С3 может быть потенци-
альным предиктором исхода после  ИИ.

Результаты нашего исследования в целом 
согласуются с этими данными и позволяют пред-
положить участие экзосомального транспорта в 
комплемент-зависимых механизмах, связанных 
с исходами после  ИИ. Ранее было показано, что 
астроциты являются основным источником бел-
ков системы комплемента, особенно комплемен-
та  С3, в головном мозге и способны экспрессиро-
вать рецепторы C3aR и  C5aR. Микроглия также 
может экспрессировать рецепторы комплемента 
CR1, CR3, CR4, C3aR и  C5aR. Кроме того, микро-
глия продуцирует С3 и фактор  Н  [46]. В  экспери-
ментальном исследовании было обнаружено, что 
экзосомы крови в некоторых случаях способны 
прогрессивно накапливать периферические про-
воспалительные медиаторы и пересекать ГЭБ для 
прайминга и активации микроглии через C3aR-
зависимые механизмы. Авторы предположили, 
что белки системы комплемента в экзосомах 
крови определяют исходы инсульта, воздействуя 
на глиальные клетки  [47].

Известно, что С3 является центральным ком-
понентом всех путей комплемента, активация 
которых привлекает иммунные клетки и моду-
лирует иммунный ответ, опосредуя последующее 
нейровоспаление  [48]. В  этом отношении полу-
ченные данные о повышенном уровне белков 
системы комплемента, в частности  С3, в экзосо-
мальной фракции у пациентов с УКН могут быть 
важны для понимания патогенеза отсроченных 
эмоциональных и когнитивных нарушений после 
инсульта.

В проведенном исследовании было показано 
снижение уровней белков, связанных с липид-
ным обменом, в экзосомальной фракции пациен-
тов с  УКН по сравнению с пациентами без  УКН. 
Разница между группами была обнаружена для 
сывороточного амилоида А2, А4, который, по дан-
ным некоторых авторов, тесно связан с воспале-
нием (хотя его биологическая функция в этом 
процессе до конца не изучена  [49]), а также для 
различных групп аполипопротеинов. Выявленные 
корреляции уровней ряда Апо с уровнями имму-
ноглобулинов и регуляторов активности каскада 
комплемента в экзосомальных фракциях, а также 
с показателями психометрических шкал косвен-
но указывают на многокомпонентный механизм 
постинсультных изменений у пациентов с УКН и 
участие экзосом в этих процессах. Действительно, 
в экзосомальных фракциях пациентов с УКН уро-
вень АпоA-I положительно коррелировал с уров-
нем иммуноглобулина каппа вариабельного 3-20 

(R = 0,9; p = 0,0003) и с показателями когнитивной 
шкалы MoCA (R = 0,8; p = 0,006). Уровень AпоC-I был 
отрицательно связан с уровнем молекулы CD5, за-
действованной в регуляции активности каскада 
комплемента (R  =  −0,8; p  =  0,004), а уровень АпоЕ 
был ассоциирован с уровнем иммуноглобулина 
тяжелого константа мю (R = −0,8; p  = 0,002). Ранее 
было показано, что АпоЕ, кроме ключевой роли 
в транспорте холестерина и других липидов, об-
ладает провоспалительными свойствами  [50,  51], 
поэтому нельзя исключать его вовлеченность в 
снижение комплексного постинсультного воспа-
лительного ответа у пациентов с  УКН.

У пациентов с УКН наблюдался более низкий 
уровень кластерина по сравнению с пациентами 
без  УКН. Кластерин участвует в ряде каскадов, 
включая апоптоз и регуляцию комплемент-опо-
средованного лизиса клеток, являясь ингибито-
ром КМА  [52], что подтверждается выявленной 
отрицательной корреляцией уровня кластерина с 
уровнем С7 (R = −0,9; p = 0,0016). Более низкий уро-
вень кластерина в экзосомах пациентов с УКН, по 
сравнению с пациентами без УКН, может быть ва-
жен для понимания комплемент-зависимых меха-
низмов вторичного повреждения головного мозга 
с участием экзосомального транспорта.

Уровни белков АпоM и RBP4 из семейства 
липокалинов, которые связывают и транспор-
тируют малые липофильные белки, также был 
снижен у пациентов с  УКН по сравнению с па-
циентами без  УКН. Положительная корреляция 
между уровнями RBP4 и иммуноглобулина тяже-
лого вариабельного 3-43D (R  =  0,8; p  =  0,01) может 
свидетельствовать об участии RBP4 в механиз-
мах многокомпонентного воспаления в процес-
се постинсультного восстановления. Некоторые 
исследования показали, что RBP4 может играть 
роль в инициировании эндотелиального воспа-
ления  [53].

Связи, обнаруженные между уровнями апо-
липопротеинов и белков иммунной системы, а 
также выявленные корреляции С3-компонента 
комплемента и ряда иммуноглобулинов, присут-
ствующих в экзосомальной фракции пациентов 
с УКН, с показателями психометрических шкал 
подтверждают сложный, многокомпонентный ме-
ханизм, задействованный в формировании пост-
инсультных психоневрологических осложнений, 
и предполагают участие экзосомального транс-
порта в этих процессах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сравнительный анализ белков экзосом сыво-
ротки крови пациентов с постинсультным уме-
ренным когнитивным снижением и без нару-
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шений выявил различия в уровнях 62  белков 
из 186 идентифицированных. У пациентов с УКН, 
по сравнению с пациентами без  УКН, были обна-
ружены более высокие уровни белков, ассоции-
рованных с иммунной системой, и сниженные 
уровни белков, участвующих в липидном обмене. 
Эмоциональные и когнитивные нарушения в хро-
ническом постинсультном периоде были выяв-
лены у пациентов старшего возраста и, согласно 
корреляционному анализу, были ассоциированы 
с повышенными уровнями комплемента  С3 и 
ряда иммуноглобулинов и сниженным уровнем 
аполипопротеина А-I в экзосомальной фракции 
сыворотки крови. Предполагается, что экзосомы, 
высвобождаемые периферическими иммунными 
клетками в хроническом постинсультном перио-
де, могут пересекать ГЭБ и активировать глиаль-
ные клетки через белки системы комплемента, 
способствуя вторичному повреждению мозга. 
Выводы и предположения, сделанные в данной 
работе, требуют проверки и подтверждения в 
дальнейших исследованиях.

Ограничения исследования. Полученные в 
работе результаты ограничены данными, осно-
ванными на оценке экзосомальной фракции сы-
воротки крови сравнительно небольшой когорты 
пациентов, переживших  ИИ и обследованных 
через относительно длительный период после 
фокального повреждения мозга. В  течение этого 
периода на исследованные показатели могли вли-
ять и другие потенциальные процессы, которые 
мы не имели возможности контролировать и/или 
учесть при анализе полученных данных. Ограни-
чением также является отсутствие аналогичных 
исследований, проведенных на биоматериале 
контрольной выборки людей сходного возраста 
без  ИИ, что позволило бы исключить влияние 

процесса старения на выявленные различия, свя-
занные с когнитивными нарушениями.
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Ischemic stroke (IS) and subsequent neuropsychiatric disorders are among the leading causes of dis-
ability worldwide. Several strategies have been previously proposed to utilize exosomes to assess the 
risk of IS-related diseases. The aim of this work was to evaluate serum exosome proteins of IS patients 
in the chronic post-stroke period and to search for their associations with the development of post-
stroke moderate cognitive impairment (MCI). Comparative quantitative proteomic analysis of serum 
exosomes of patients without poststroke MCI (19 patients mean age 52.0  ±  8.1 years) and patients with 
post-stroke MCI (11 patients, mean age 64.8  ±  5.6 years) revealed significant differences in the levels 
of 62  proteins out of 186  identified. Increased levels of proteins associated with the immune system 
and decreased levels of proteins involved in lipid metabolism were observed in patients with MCI 
compared to patients without MCI in the chronic post-stroke period. The obtained data suggest that 
a higher level of immune system activation in patients in the distant period after IS may be one of 
the risk factors for the development of post-stroke cognitive disorders and suggest the participation 
of exosomal transport in these processes.
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Ингибиторы поли(ADP-рибоза)-полимеразы (PARP) рассматриваются в качестве перспектив-
ных фармакологических агентов для лечения целого ряда заболеваний. В последнее время 
были выявлены разнообразные факторы и механизмы регуляции каталитической активности 
PARP и показано, что некоторые из них могут существенно влиять на эффективность дей-
ствия ингибиторов данного фермента. В связи с этим актуальна разработка новых моделей 
и методов, отражающих клеточный контекст, в котором функционирует PARP. В представлен-
ной работе для исследования реакции поли(ADP-рибозил)ирования (PARилирования) предло-
жено использовать необратимо пермеабилизованные дигитонином адгезированные клетки, 
что позволяет сохранить ядерную локализацию PARP и задавать необходимые концентра-
ции субстрата (NAD+) и  тестируемых соединений в клетке. Особенность подхода заключается 
в  том, что перед пермеабилизацией клеточная PARP переводится в связанное с ДНК состоя-
ние в  условиях, предотвращающих преждевременную инициацию реакции PARилирования. 
Исследования выполнены на культуре кардиомиобластов крысы Н9с2. Анализ активности PARP 
в  пермеабилизованных клетках проводили путём измерения иммунофлуоресценции образую-
щегося продукта  – поли(ADP-рибозы). Метод апробирован при исследовании PARP-ингибитор-
ного действия классического ингибитора 3-аминобензамида, а также ряда новых производных 
7-метилгуанина. Обнаружено, что одно из них, 7,8-диметилгуанин, является более сильным 
ингибитором по сравнению с  7-метилгуанином, что объясняется дополнительным гидрофоб-
ным контактом с  белком. Предложенный подход открывает новые перспективы для изучения 
механизмов регуляции активности PARP в клетке и может быть использован для высокопро-
изводительного скрининга веществ при поиске новых ингибиторов PARP.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: поли(ADP-рибоза)-полимераза, ингибитор, 7-метилгуанин, 7,8-диметилгуа-
нин, химический синтез пуринов, адгезированные клетки, пермеабилизация клеток, дигитонин, 
кардиомиобласты, молекулярный докинг.
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ВВЕДЕНИЕ

Поли(ADP-рибозил)ирование (PARилирование) 
белков представляет собой посттрансляционную 
модификацию гистонов и других ядерных белков, 
которая способствует выживанию клеток в усло-
виях постоянного воздействия генотоксических 
агентов  [1–4]. Образование полимера ADP-рибозы 
(PAR) происходит путём ADP-рибозилирования 
остатков Asp, Glu, Lys, Ser белков-мишеней (ста-
дия инициации) и последующего удлинения цепи 
за счёт формирования двух типов гликозидной 
связи, обеспечивающих элонгацию и ветвление 
полимера  [5,  6]. Удивительно, что все эти реак-
ции катализирует один фермент – поли(ADP-рибо-
за)-полимераза (PARP, КФ  2.4.2.30), использующий 
NAD+ в качестве донора ADP-рибозильных групп. 
В настоящее время выявлено множество белков, 
подвергающихся PARилированию, однако основ-
ными мишенями являются гистоны (трансмоди-
фикация) и сама PARP (автомодификация)  [1,  7]. 
Среди 17  представителей семейства PARP чело-
века только четыре катализируют синтез PAR  – 
PARP1, PARP2, PARP5a и PARP5b. При этом по со-
держанию в клетке и активности PARP1 и PARP2 
значительно превосходят остальные белки се- 
мейства  [8,  9].

Основным регулятором активности PARP1/2 
являются участки ДНК, содержащие определён-
ные типы повреждений. Связывание PARP1/2 
c такими сайтами приводит к реорганизации 
структуры фермента и его активации  [5]. В  нор-
ме функция PARP1/2 в клетке прежде всего свя-
зана с поддержанием целостности генома за 
счёт участия в различных механизмах репара-
ции ДНК  [2,  10]. Кроме того, эти белки выпол-
няют важную роль в реорганизации структуры 
хроматина, регуляции экспрессии генов и ядер-
но-цитоплазматического транспорта  [3,  11,  12]. 
Однако при ряде патологий, связанных прежде 
всего с окислительным стрессом и воспалением, 
активация PARP1/2 играет негативную роль и 
может приводить к гибели клеток и усилению 
продукции провоспалительных факторов  [13–15].  
Установлено участие PARP1/2 в патогенезе таких 
заболеваний, как инсульт, инфаркт миокарда, диа-
бет, анафилактический шок, нейродегенератив-
ные расстройства, астма  [16–19]. Перечисленные 
выше функции системы PARилирования делают 
её весьма привлекательной мишенью для тера-
пии ряда заболеваний. Наибольший прогресс до-
стигнут в применении ингибиторов PARP1/2 для 
лечения онкологических заболеваний. В этом слу-
чае их терапевтическое действие достигается за 

счёт снижения ДНК-репарирующего потенциала 
опухолевых клеток  [20–23].

Одним из этапов создания новых ингиби-
торов PARP является физический скрининг син-
тезированных соединений с целью получения 
объективных данных об их эффективности (сте-
пени ингибирования, значений IC50 и Ki). Такие 
данные могут быть сопоставлены с результатами 
молекулярного докинга и использованы для про-
ведения дальнейшего рационального дизайна. 
В настоящее время хорошо отработаны и коммер-
чески доступны системы скрининга ингибиторов 
на основе очищенных рекомбинантных белков 
PARP и коротких двуцепочечных ДНК в качестве 
активаторов PARилирования. Такая упрощённая 
система удобна для высокопроизводительного 
скрининга, однако она не учитывает некоторые 
механизмы регуляции активности PARP в клетке. 
В частности, было показано, что кинетика реак-
ции сильно отличается при функционировании 
PARP в комплексах со свободной ДНК и с нуклео-
сомной ДНК  [24]. Кроме того, PARP подвергается 
целому ряду посттрансляционных модификаций, 
которые влияют на её активность и белок-белко-
вые взаимодействия  [25]. Поэтому весьма акту-
альной была бы возможность применять, наряду 
с обычными системами скрининга ингибиторов 
PARP, также и более сложные, максимально вос-
производящие клеточный контекст.

Тестирование ингибиторов PARP с использова-
нием живых клеток позволяет учесть клеточный 
контекст, однако из-за сложности определения 
внутриклеточных концентраций NAD+ и ингиби-
тора расчёт истинных показателей эффективности 
ингибитора сильно затруднён. В представленной 
работе мы предлагаем компромиссный вариант 
тест-системы, основанный на применении для 
анализа активности PARP пермеабилизованных 
адгезированных клеток и лишённый недостат-
ков перечисленных выше подходов. Необходимые 
реагенты (субстрат, тестируемые соединения, дру-
гие низкомолекулярные соединения) могут легко 
проникать в пермеабилизованные клетки, что 
позволяет стандартизировать условия проведения 
реакции PARилирования. Ранее уже были описа-
ны методы анализа активности PARP с примене-
нием пермеабилизованных клеток, получаемых  
как в результате длительного холодового шока 
в гипотонической среде  [26,  27], так и с допол-
нительным использованием мягкого детергента 
дигитонина  [28,  29]. Все они касались работы с 
суспендированными клетками и предполагали 
использование радиоизотопного метода анализа 
PAR. Здесь мы впервые описываем оригинальный 

Принятые сокращения: ФСБ – фосфатно-солевой буфер; PAR – поли(ADP-рибоза); PARилирование – поли(ADP-
рибозил)ирование; PARP  – поли(ADP-рибоза)-полимераза.
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метод определения активности PARP в пермеаби-
лизованных адгезированных клетках, имеющий 
ряд принципиальных отличий от описанных 
ранее. Важной особенностью данного метода 
является то, что клеточная PARP при пермеаби-
лизации и при запуске реакции PARилирования 
находится в виде комплекса с ДНК в местах её 
повреждения естественными агентами  – актив-
ными формами кислорода.

Предложенный нами подход апробирован 
при исследовании эффективности действия клас-
сического ингибитора PARP 3-аминобензамида, 
а  также ряда метильных производных 7-метил-
гуанина  – перспективного конкурентного инги-
битора PARP, обладающего противоопухолевой 
активностью  [30–33].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клетки кардиомиобластов эмбриона крысы 
Н9с2 были получены из коллекции клеточных 
культур ATCC («LGC Standards», Великобритания). 
Для работы с клеточными культурами исполь-
зовали стерильную пластиковую посуду произ-
водства «SPL» (Республика Корея), эмбриональ-
ную сыворотку крови телёнка («HyClone», США), 
0,05%-ный раствор трипсин-ЭДТА («Gibco», США), 
а также среды и солевые растворы производ-
ства «ПанЭко» (Россия). Для получения и анализа 
пермеабилизованных клеток использовали жела-
тин, дигитонин, параформальдегид, Хёхст 33258 
(«Sigma-Aldrich», США) и гомодимер этидия  III 
(«Biotium», США). Для анализа активности PARP 
использовали мышиные антитела к PAR («Santa 
Cruz Biotechnology», США) и козьи антимыши-
ные антитела, меченные красителем Alexa  488 
(«Abcam», Великобритания). Декамерный палин-
дромный дезоксиолигонуклеотид CGGAATTCCG 
(олиго-ДНК) был синтезирован компанией «Евро-
ген» (Россия).

В работе использовали ингибиторы PARP 
PJ34 («Tocris Bioscience», Великобритания), 3-ами-
нобензамид и 7-метилгуанин («Sigma-Aldrich»). 
7,8-Диметилгуанин, 7,9-диметилгуанин, 3,7-диме-
тилгуанин, N2,7-диметилгуанин и N2,N2,7-триме-
тилгуанин синтезировали в данной работе, по-
дробное описание методик дано в Приложении 
(рис.  S1–S4).

Клетки Н9с2 культивировали в пластиковых 
культуральных флаконах (25  см2 или 75  см2) при 
37  °С в атмосфере 5%-ного СО2 в среде DMEM, 
содержащей эмбриональную сыворотку телёнка 
(10%; здесь и далее в этом разделе в скобках ука-
заны конечные концентрации реагентов), L-глута-
мин (2  мМ) и антибиотики (50  ед./мл пеницилли-
на и 50  мкг/мл стрептомицина). При проведении 

экспериментов с клеточными культурами в 4-, 
24-луночные планшеты высевали по 15  тыс. кле-
ток на лунку в 500  мкл среды, а в 48-луночные 
планшеты  – по 6  тыс. клеток на лунку в 200  мкл 
среды и растили в течение 48  ч в указанных 
выше условиях. С целью улучшения адгезии кле-
ток поверхность роста предварительно покрыва-
ли желатином. Для этого в лунки 4- и 24-луноч-
ных планшетов вносили по 250  мкл, а в лунки 
48-луночного планшета – по 150  мкл стерильного 
0,5%-ного раствора желатина в фосфатно-соле-
вом буфере с рН  7,4 (ФСБ). Через 30  мин раствор 
желатина удаляли, и планшеты оставляли на 1  ч 
15  мин без крышки, причём последние 15  мин  – 
под УФ-светом. Все процедуры выполняли в сте-
рильных условиях. Подсчёт клеток производили 
с использованием автоматизированного счётчика 
клеток TC20 («Bio-Rad», США).

Пермеабилизацию клеток проводили следую-
щим образом. Культуры клеток Н9с2 растили в 4- 
или 24-луночных планшетах, как указано выше, 
после чего ростовую среду заменяли на 300  мкл 
охлаждённого до 0  °С гипотонического раствора 
(10  мМ Tris-HCl, 1  мМ Na2ЭДТА, 4  мМ MgCl2, 30  мМ 
β-меркаптоэтанол, рН  7,8), содержащего дигито-
нин (35  мкМ). После выдерживания планшета в 
течение 5  мин в ледяной бане клетки промывали 
600  мкл охлаждённого гипотонического раствора 
(2  раза по 5  мин при 0  °С). Для оценки эффектив-
ности пермеабилизации клеток лунки планшета 
промывали 700  мкл раствора Хэнкса (5  мин при 
37  °С), после чего проводили окрашивание кле-
ток в 250  мкл раствора ядерного красителя гомо-
димера этидия  III (2,5  мкМ, в растворе Хэнкса) в 
течение 10  мин при 37  °С. Затем клетки промы-
вали 500  мкл раствора Хэнкса (5  мин при 37  °С) 
и проводили микрофлуоресцентный анализ гомо-
димера этидия  III.

Анализ активности PARP в пермеабилизо-
ванных клетках проводили в 48-луночных план-
шетах. В оптимизированной нами схеме перед 
пермеабилизацией клетки преинкубировали в 
течение 1  ч в присутствии высокоаффинного ин-
гибитора PARP PJ34 (5 мкМ) при 37  °С в атмосфере 
5%-ного СО2 в 200 мкл среды DMEM, отличающей-
ся от ростовой более низкой концентрацией эм-
бриональной сыворотки телёнка (1%). Затем, не 
удаляя из среды PJ34, вносили 16,3  мкл 13,25  мМ  
раствора H2O2 (конечная концентрация H2O2  – 
1  мМ), среду перемешивали и планшет оставляли 
на 5 мин при комнатной температуре. Далее про-
водили пермеабилизацию клеток, как описано 
выше, с той разницей, что объёмы всех исполь-
зованных растворов уменьшали в 2,5 раза (вслед-
ствие разных рабочих объёмов 4-/24-луночных и 
48-луночных планшетов). После обработки клеток 
дигитонином их дважды промывали гипотониче-
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ским раствором, первый раз в присутствии PJ34 
(5  мкМ), а второй раз без него. Полученные пер-
меабилизованные клетки дополнительно дважды 
(5  мин при 0  °С) промывали 240  мкл реакцион-
ного буфера (50  мМ Tris-HCl, 100  мМ KCl, 10  мМ 
MgCl2, 2 мМ β-меркаптоэтанол, рН 7,8). Затем клет-
ки преинкубировали 5  мин при 25  °С в 120  мкл 
того же буфера, содержащего в случае необходи-
мости олиго-ДНК (50  мкг/мл) или тестируемые 
в качестве ингибиторов PARP соединения. Реак-
цию PARилирования инициировали внесением 
в реакционную смесь 5  мкл стокового 250  мкМ 
водного раствора NAD+ (конечная концентрация 
NAD+  – 10  мкМ), после чего реакционную смесь 
перемешивали и планшет оставляли на 10  мин 
при 25  °С. В конце инкубации проводили замену 
реакционной смеси на 120  мкл 4%-ного раствора 
параформальдегида в ФСБ. Фиксацию клеток про-
водили в течение 10 мин при комнатной темпера-
туре. Иммунофлуоресцентный анализ PAR в клет-
ках проводили, как было описано нами ранее [33]. 
Для контрастирования ядер в лунки вносили по 
120  мкл раствора Хёхста 33258 (0,25  мкг/мл в ФСБ) 
и через 8  мин клетки промывали 300  мкл ФСБ 
(3  раза по 5  мин при комнатной температуре). 
Затем в лунки вносили по 140  мкл ФСБ и прово-
дили микрофлуоресцентный анализ красителей 
Alexa  488 (иммунофлуоресценция PAR) и Хёхста.

Все микроскопические исследования проводи-
ли на автоматизированном микроскопе LionHeart 
FX («Biotek», США), оснащённом программным 
обеспечением Gen5, с использованием объекти-
вов Olympus Plan Fluorite Phase с увеличением 10× 
(NA 0,3; WD 10  мм) и 20× (NA 0,45; WD 6,6–7,8 мм). 
При анализе большого числа объектов (клеток, 
ядер) использовали режим монтажа серии сним-
ков, получаемых при съёмке выбранной области. 
Микрофлуоресцентный анализ проводили в кана-
лах DAPI (флуоресценция Хёхста) и GFP (флуорес-
ценция меченных Alexa  488 вторичных антител 
при анализе PAR). Использование программного 
обеспечения Gen5 позволяло проводить быструю 
и полностью автоматизированную обработку се-
рии флуоресцентных снимков (монтаж снимков, 
вычитание фоновой флуоресценции, деконволю-
цию, выделение маски ядер) и количественный 
анализ интенсивности иммунофлуоресценции 
PAR в отдельных ядрах. Динамический диапазон 
показателя интенсивности флуоресценции (число 
градаций серого) в одном пикселе равнялся 216.

Оценка эффективности ингибирования PARP 
исследуемыми веществами производилась на 
основании значений уровня PAR в 1–2  тыс. ядер 
в трёх независимых образцах (сестринских куль-
турах). Расчёт значений IC50 проводили с исполь-
зованием программы SigmaPlot («Systat Software 
Inc.», США), как было описано ранее  [31].

Трёхмерные структуры исследуемых соедине-
ний были сгенерированы с помощью программы 
ACD/ChemSketch («Advanced Chemistry Development 
Inc.», Канада). Докинг молекул в активный центр 
модели PARP1, полученной в предыдущей рабо-
те [34], осуществляли с помощью программы Lead 
Finder 2112 в режиме «extra precision»  [35,  36]. 
Для визуализации полученных моделей комплек-
сов использовали программу VMD  1.9  [37].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение препаратов пермеабилизован-
ных адгезированных клеток, приемлемых для 
анализа активности PARP. Эксперименты про-
водили на культурах клеток кардиомиобластов 
Н9с2. В качестве пермеабилизующего агента ис-
пользовали дигитонин  – природный гликозид, 
образующий мицеллы в водных растворах  [38–
40]. Его пермеабилизующее действие связано с 
селективным удалением холестерина из внеш-
него слоя плазматической мембраны, что при-
водит к образованию в мембране пор диаметром 
8–20  нм, через которые могут легко диффундиро-
вать молекулы массой до 200  кДа  [41]. При этом 
в умеренных концентрациях (40–150  мкг/мл) ди-
гитонин не влияет на целостность цитоскелета 
и внутриклеточных мембран, лишённых холе-
стерина, включая митохондриальную и ядерную 
мембраны  [38,  42].

Необходимо было подобрать условия, при 
которых значительная часть клеток становится 
проницаемой, и при этом они остаются прикреп-
лёнными к поверхности роста. Степень пермеа-
билизации клеток определяли по проникнове-
нию и накоплению в клетках ядерного красителя 
гомодимера этидия  III, который не проникает в 
клетки с интактной плазматической мембраной. 
Проведённые нами исследования показали, что 
оптимальными условиями для пермеабилизации 
клеток Н9с2 являются 5-минутная обработка ди-
гитонином в концентрации 35  мкМ (43  мкг/мл) в 
гипотоническом растворе при 0  °С. В этих усло-
виях происходила пермеабилизация всех клеток 
(рис.  1, г–е), и при этом не наблюдалось откреп-
ления существенного числа клеток с поверхности 
роста (рис.  S5). В отсутствие дигитонина пермеа-
билизации клеток не происходило (рис.  1, а–в, 
рис.  S5, а–в).

Сравнение разных протоколов анализа 
активности PARP в пермеабилизованных адге-
зированных клетках. Изначально для анализа 
активности PARP в пермеабилизованных адгези-
рованных клетках Н9с2 мы попытались использо-
вать модификацию метода, ранее описанного для 
суспендированных клеток  [29], с той разницей, 
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Рис. 1. Пермеабилизация клеток Н9с2 дигитонином. а–в – Гипотонический раствор без дигитонина. г–е – Ги-
потонический раствор с дигитонином (35  мкМ). Ядра пермеабилизованных клеток окрашены гомодимером 
этидия  III (а, в, г, е). Длина масштабной планки соответствует 100  мкм. Объектив 10×

что вместо радиоизотопного способа анализа PAR 
использовали микрофлуорометрический. Для ак-
тивации PARP использовали двунитевую олиго-
ДНК с тупыми концами, а для инициации реак-
ции  – экзогенно вносимый NAD+ в концентрации 
10 мкМ. Оказалось, что при использовании данно-
го метода иммунофлуоресценция PAR обнаружи-
валась в основном в ядре и характеризовалась на-
личием отдельных ярких фокусов флуоресценции, 
однако её средний уровень был слишком низким, 
что весьма затрудняло количественную оценку 
эффектов ингибиторов (рис. 2, а, и, к, рис. S6).

В качестве альтернативного способа актива-
ции PARP было предложено обрабатывать клетки 
Н2О2, как это делали ранее при анализе активно-
сти PARP в интактных клетках  [33]. Инкубацию 
клеток с Н2О2 проводили до пермеабилизации в 
присутствии известного высокоаффинного инги-
битора PARP, PJ34, в насыщающей концентрации 
(рис.  3 и рис.  S6,  а). Пермеабилизацию и отмывку 
клеток от дигитонина и эндогенного NAD+ также 
выполняли в присутствии PJ34. Такие манипуля-
ции приводили к возникновению множествен-
ных повреждений клеточной ДНК и прочному 
связыванию комплекса PARP–PJ34 c повреждён-
ными участками ДНК. На заключительном этапе 
пермеабилизованные клетки тщательно отмыва-
ли от PJ34, что приводило к переходу фермента 
в каталитически активное состояние. Полное уда-
ление PJ34 и эндогенного NAD+ из пермеабилизо-
ванных клеток подтверждается тем, что выпол-
нение дополнительных промывок не приводило 
к возрастанию активности PARP, а инкубация 

клеток в реакционной среде без NAD+ не приво-
дила к возрастанию уровня PAR в клетках (рис. 2, 
вариант клеточного препарата 4). Восстановление 
активности PARP в пермеабилизованных клет-
ках после удаления из среды PJ34 указывает на 
обратимый характер действия этого ингибитора. 
Реакцию PARилирования проводили при низкой 
концентрации NAD+ (10  мкМ) и умеренной темпе-
ратуре (25  °С), что позволяло избежать слишком 
быстрого протекания реакции и снизить конку-
ренцию NAD+ с тестируемым соединением за свя-
зывание с PARP.

Проведённый сравнительный анализ показал, 
что при использовании обновлённого протокола 
уровень PAR в клетке был значительно выше, чем 
в случае первоначального, а иммунофлуоресцен-
ция PAR имела строгую ядерную локализацию 
(рис.  2, б, и, к, рис.  S6,  б). Обнаружено, что внесе-
ние в реакционную смесь олиго-ДНК приводило к 
снижению уровня активности PARP (рис. 2, в, и, к), 
видимо, за счёт конкуренции олиго-ДНК с повре-
ждённой клеточной ДНК за PARP, а также более 
низкой активности PARP в комплексе с олиго-ДНК 
(по сравнению с комплексом с повреждённой 
клеточной ДНК). Для анализа остаточной актив-
ности определяли медианные значения уровня 
PAR (рис. 2, и) в трёх независимых образцах (пре-
паратах, полученных из сестринских культур), из 
которых затем рассчитывали среднее значение 
уровня PAR (рис.  2,  к). Оптимизированная схема 
пермеабилизации и анализа активности PARP в 
пермеабилизованных адгезированных клетках 
представлена на рис.  3.
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Рис. 2. Влияние предварительной обработки клеток PJ34 и H2O2 на активность PARP в пермеабилизованных 
дигитонином клетках Н9с2. а–з  –  Микрофлуоресцентный анализ содержания PAR в ядрах клеток (1–4  –  раз-
личные варианты анализируемых препаратов). Длина масштабной планки соответствует 50  мкм. Объек-
тив 20×. и  – Результаты количественного анализа PAR в отдельных ядрах. Число проанализированных ядер: 
198  (1), 236  (2), 229  (3), 144  (4). Средние и медианные значения отражены синей и красной линиями соот-
ветственно. к – Варьирование значений уровня PAR при анализе отдельных микрофлуоресцентных снимков 
разных препаратов (среднее ± стандартное отклонение; n = 6). Концентрации реагентов: PJ34 – 5 мкМ, H2O2 – 
1  мМ, дигитонин  – 35  мкМ, олиго-ДНК  – 50  мкг/мл, NAD+  – 10  мкМ; время инкубации с H2O2  – 5  мин; время 
инкубации с NAD+  – 5  мин. ***  p  <  0,001 между всеми парами образцов (дисперсионный анализ ANOVA/апо-
стериорный анализ Бонферрони)

Интересно было выяснить, как соотносятся 
уровни PARилированных белков в пермеабилизо-
ванных и интактных клетках при максимально 
унифицированных протоколах анализа (рис.  S6). 
В случае интактных клеток реакция PARилиро-

вания инициируется сразу после возникновения 
повреждений ДНК и образования активного ком-
плекса PARP–ДНК за счёт вовлечения в этот про-
цесс эндогенного NAD+. В стандартный протокол 
анализа активности PARP в пермеабилизованных 
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Рис. 3. Оптимизированная схема анализа активности PARP в пермеабилизованных адгезированных клетках. 
1  – Адгезированные интактные клетки; 2  – преинкубация с PJ34 (5  мкМ, 1  ч, 37  °С, 5% СО2); 3  – обработка 
Н2О2 (1 мМ, 5 мин, 25  °С); 4 – образование комплекса PARP–ДНК; 5 – пермеабилизация дигитонином (35 мкМ, 
5  мин, 0  °С); 6  – отмывка от дигитонина, PJ34 и эндогенного NAD+; 7  – инкубация пермеабилизованных кле-
ток с экзогенным NAD+ (10  мкМ) и тестируемым соединением (2–10  мин, 25  °С); 8  – PARилирование белков

клетках вносили только одно изменение  – кон-
центрацию NAD+ повышали до 300  мкМ (соответ-
ствует уровню физиологических концентраций в 
клетке). Было показано, что при соблюдении этих 
условий за 5 мин инкубации в пермеабилизован-

ных клетках накапливается в среднем в 2,3  раза 
больше PAR, чем в интактных клетках (рис. S6, б), 
что может быть связано как с различиями в ско-
рости реакции, так и степени PARилирования 
белков.
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Рис. 4. Химические структуры 7-метилгуанина и его производных

Оценка эффективности PARP-ингибиторно-
го действия соединений с использованием пер-
меабилизованных адгезированных клеток. Ти-
пичные кинетические кривые, получаемые при 
использовании предложенного метода анализа 
активности PARP (рис.  S7), имели характерный 
для реакции PARилирования вид  [31]. Внесение 
в реакционную смесь классического ингибитора 
3-аминобензамида (используется в качестве поло-
жительного контроля при поиске и тестировании 
новых ингибиторов PARP) приводило к замедле-
нию скорости реакции, но не влияло на вид полу-
чаемой зависимости. Расчётное значение IC50 для 
3-аминобензамида составило 9,6  мкМ.

Предложенный метод также был исполь-
зован нами для исследования эффективности 

PARP-ингибиторного действия ряда производных 
7-метилгуанина, содержащих дополнительные 
метильные группы в разных положениях (рис. 4). 
Проведённый на начальном этапе скрининг со-
единений в концентрации 150  мкМ показал, что 
положение метильных групп оказывает большое 
влияние на их PARP-ингибиторную активность 
(табл.  1). Внесение дополнительной метильной 
группы в положении  8 приводило к усилению 
ингибиторной активности. Анализ концентраци-
онных зависимостей показал, что значение IC50 
для 7,8-диметилгуанина в 1,6  раз ниже, чем для 
7-метилгуанина (табл.  1 и рис.  5). В то же время 
замещение в положениях  3 и 9 значительно сни-
жало ингибиторную активность производного 
7-метилгуанина.

Рис. 5. Концентрационные зависимости ингибирова-
ния PARP тестируемыми соединениями в пермеаби-
лизованных клетках Н9с2. Обозначения: 1 – 3-амино-
бензамид; 2 – 7-метилгуанин; 3 – 7,8-диметилгуанин; 
4  – N2,7-диметилгуанин. Условия: NAD+  – 10  мкМ; 
время инкубации  – 10  мин; концентрации 3-ами-
нобензамида и 7,8-диметилгуанина  – 0,2, 1, 2,5, 5, 
10, 25, 50, 100  мкМ; концентрации 7-метилгуани-
на и N2,7-диметилгуанина  – 10, 25, 75, 100, 150, 200,  
250, 400  мкМ

Таблица  1. Эффективность PARP-ингибиторного 
действия производных гуанина в тест-системе 
с  пермеабилизованными клетками Н9с2

Соединение

Остаточная  
активность  
PARP при 

концентрации 
соединения 
150  мкМ, %

IC50, мкМ

3-Аминобензамид 1,8  ±  0,1 9,6  ±  0,3

7-Метилгуанин 12,3  ±  1,0 40,3  ±  1,5

7,8-Диметилгуанин 4,5  ±  0,1 24,9  ±  1,8

7,9-Диметилгуанин 83,5  ±  5,3 -

3,7-Диметилгуанин 85,0  ±  6,0 -

N2,7-Диметилгуанин 64,5  ±  4,2 323,6  ±  21,1

N2,N2,7- 
Триметилгуанин 91,8  ±  5,1 -

Примечание. Концентрация NAD+  – 10  мкМ, время 
инкубации  – 10  мин.
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Рис. 6. Моделирование связывания ингибиторов в активном центре PARP1. а  –  3-Аминобензамид; б  –  7-ме-
тилгуанин; в  –  7,8-диметилгуанин; г  –  N2,7-диметилгуанин. Неполярные атомы водорода аминокислотных 
остатков не показаны. Пунктирными линиями обозначены ключевые водородные связи с Gly863

3-Аминобензамид является структурным 
миметиком никотинамидной группы субстрата 
NAD+. Как показывает молекулярное моделиро-
вание, 3-аминобензамид образует в активном 
центре PARP1 две водородные связи с остатком 
Gly863, гидрофобный контакт с боковой цепью 
Ala898, а также π-стэкинг c боковой цепью Tyr907 
(рис.  6,  а; остаток Tyr907 не показан). Данные 
взаимодействия характерны для субстрата, о чём 
можно судить по кристаллической структуре 
PARP1 с аналогом NAD+ бензамидадениндинуклео-
тидом  [43]. 7-Метилгуанин (IC50  =  40,3  мкМ) также 
вступает в вышеперечисленные взаимодействия 
с моделью PARP1 (рис.  6,  б), что согласуется с его 
конкурентным характером действия [31]. Метиль-
ная группа в положении  7 необходима для обес-
печения плотного контакта с остатком Ala898. 
7,8-Диметилгуанин (IC50  =  24,9  мкМ) обладает бо-
лее высокой активностью по сравнению с 7-ме-
тилгуанином за счёт дополнительного гидрофоб-
ного контакта метильной группы в положении  8 
с Сε-атомом боковой цепи Lys903 (рис.  6,  в).

Низкую ингибиторную активность 7,9-диме-
тилгуанина и 3,7-диметилгуанина можно объ-
яснить депротонированием N1-атома амидной 
группы в условиях катализируемой реакции 
(pH = 7,8): потеря протона приводит к нарушению 

водородных связей и эффективного взаимодей-
ствия с остатком Gly863 (рис.  S8). N2,7-Диметил-
гуанин также обладает более слабым ингибитор-
ным эффектом (IC50  =  323,6  мкМ) по сравнению с 
7-метилгуанином: его гидрофобный N2-метиль-
ный заместитель экспонирован в раствор и не 
образует контактов с белком, что является небла-
гоприятным фактором для связывания (рис.  6,  г). 
Наконец, N2,N2,7-триметилгуанин имеет наиболее 
низкую ингибиторную активность среди про-
тестированных производных. В его аминогруп-
пе замещены оба атома водорода, что стериче-
ски препятствует взаимодействию молекулы с 
остатком Gly863 (с помощью докинга не удалось 
получить адекватную модель взаимодействия  
с белком).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее Grube et  al. был описан метод анализа 
активности PARP в клетках Molt-3 (Т-клеточная 
лимфома человека), основанный на инкубации 
пермеабилизованных гипотоническим шоком 
клеток с радиоактивно меченым NAD+ и олиго-
ДНК  [26]. Позже этот метод был несколько моди-
фицирован Muiras et  al., которые использовали 
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дигитонин для пермеабилизации лимфобласто-
идных клеток, иммортализованных вирусом 
Эпштейна–Барр  [29]. В представленной работе 
мы попытались применить данный подход для 
анализа PARP-ингибиторной активности соеди-
нений в культурах адгезированных клеток. При 
воспроизведении методики активность PARP в 
пермеабилизованных кардиомиобластах крысы 
Н9с2 оказалась довольно низкой, что затрудняло 
количественный анализ эффективности действия 
ингибиторов. Для повышения чувствительности 
метода и его унифицирования с протоколом, 
использовавшимся ранее для интактных кле-
ток [33], было предложено до проведения пермеа-
билизации подвергать клетки кратковременной 
инкубации с Н2О2 в присутствии высокоаффинно-
го ингибитора PARP (PJ34) в насыщающей концен-
трации. Это позволяло предотвратить вовлечение 
эндогенного NAD+ в реакцию PARилирования по-
сле связывания PARP с повреждённой ДНК. После 
пермеабилизации клетки многократно промыва-
ли, что приводило к удалению низкомолекуляр-
ных веществ, включая дигитонин, эндогенный 
NAD+ и PJ34. Таким образом, на момент внесения 
экзогенного NAD+ для запуска реакции PARилиро-
вания все молекулы PARP были прочно связаны с 
ДНК и находились в активированном состоянии 
(известно, что значения констант диссоциации 
комплекса PARP1/2–ДНК находятся в диапазоне 
1–10  нМ  [44–47]).

При использовании такого модифицирован-
ного протокола наблюдали существенно более 
высокий уровень активности PARP по сравнению 
с исходной методикой. Мы предполагаем, что на-
блюдаемые различия связаны с тем, что PARP1/2 
в составе комплекса с клеточной ДНК обладает 
большей активностью по сравнению с комплек-
сом с олиго-ДНК. Это подтверждается рядом работ, 
в которых исследовалось влияние нуклеосомного 
контекста на каталитические свойства PARP  [24, 
44,  48]. В случае комплексообразования PARP с 
повреждённой ДНК, помимо автомодификации, 
наблюдается также трансмодификация гистонов, 
которая регулируется фактором PARилирования 
гистонов HPF1 и, возможно, другими белковыми 
факторами  [24, 49, 50].

Разработанный нами метод анализа активно-
сти PARP в пермеабилизованных адгезированных 
клетках был апробирован для оценки PARP-инги-
биторной активности соединений на примере 
референсного ингибитора 3-аминобензамида, а 
также ряда метильных производных природ-
ного ингибитора 7-метилгуанина. В результате 
выявлены положения, модификации по которым 
приводят как к потере активности, свойственной 
исходной структуре, так и к усилению эффектив-
ности действия. Было обнаружено, что 7,8-диме-

тилгуанин более эффективен, чем 7-метилгуанин, 
что объясняется дополнительным гидрофобным 
контактом с белком.

Полученные результаты подтверждают воз-
можность использования разработанного метода 
в качестве хорошей альтернативы применяемым 
в настоящее время стандартным методам анали-
за ингибиторов PARP. Он сочетает преимущества 
двух подходов, основанных на использовании 
изолированных белков PARP и интактных клеток, 
а именно: возможность определения истинных 
показателей эффективности ингибиторного дей-
ствия тестируемых соединений и максимальный 
учёт клеточного контекста при проведении ана-
лиза. Следует также отметить, что комбинирован-
ное исследование ингибиторов PARP с примене-
нием пермеабилизованных и интактных клеток 
в перспективе позволит оценивать не только 
эффективность ингибиторного действия исследуе-
мых соединений, но и их способность накапли-
ваться в живой клетке.

Таким образом, предложенный подход значи-
тельно расширяет возможности изучения функ-
ционирования PARP в клеточном контексте и 
может быть применён для разработки протокола 
высокопроизводительного скрининга синтетиче-
ских и природных ингибиторов PARP.
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A NEW APPROACH FOR STUDYING POLY(ADP-RIBOSE) 
POLYMERASE INHIBITORS USING PERMEABILIZED  

ADHERENT CELLS

S. I. Shram1*, T. A. Shcherbakova2, T. V. Abramova3, M. S. Smirnovskaya4,  
A. I. Balandina1,5, A. V. Kulikov6, V. K. Švedas2,7, V. N. Silnikov3,  

N. F. Myasoedov1, and D. K. Nilov2
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Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitors have been proposed as pharmacological agents in the 
treatment of various diseases. Recently, factors and mechanisms responsible for regulating PARP cat-
alytic activity have been identified, some of which can significantly influence the effectiveness of in-
hibitors of this enzyme. In this regard, it is important to develop new models and methods that would 
reflect the cellular context in which PARP functions. We proposed to use digitonin-permeabilized 
adherent cells to study poly(ADP-ribosyl)ation reaction (PARylation) in order to maintain the nuclear 
localization of PARP and to control the concentrations of its substrate (NAD+) and tested compounds in 
the cell. A specific feature of the approach is that before permeabilization, cellular PARP is converted 
to the DNA-bound state under conditions preventing premature initiation of the PARylation reaction. 
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Experiments were carried out in rat H9c2 cardiomyoblasts. The activity of PARP in permeabilized 
cells was analyzed by measuring the immunofluorescence of the reaction product poly(ADP-ribose). 
The method was verified in the studies of PARP inhibition by the classic inhibitor 3-aminobenzamide 
and a number of new 7-methylguanine derivatives. One of them, 7,8-dimethylguanine, was found to 
be a stronger inhibitor compared to 7-methylguanine, due to a formation of additional hydrophobic 
contact with the protein. The proposed approach opens up new prospects for studying the mechanisms 
of PARP activity regulation in cells and can be used in high-throughput screening of PARP inhibitors.

Keywords: poly(ADP-ribose) polymerase, inhibitor, 7-methylguanine, 7,8-dimethylguanine, chemical syn-
thesis of purines, adherent cells, cell permeabilization, digitonin, cardiomyoblasts, molecular docking
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Пандемия COVID-19, начавшаяся вследствие быстрого распространения нового коронавируса 
SARS-CoV-2, способствовала повышению интереса к изучению Т-клеточного иммунного отве-
та. Было показано, что поликлональный и кросс-реактивный Т-клеточный ответ к сезонным 
коронавирусам и другим штаммам SARS-CoV-2 снижает тяжесть заболевания. В  данной работе 
был изучен иммунодоминантный Т-клеточный эпитоп SPRWYFYYL из нуклеокапсидного белка 
вируса SARS-CoV-2, для иммунного ответа на который характерно формирование высокогомо-
логичных (конвергентных) рецепторов, встречающихся в репертуарах Т-клеточных рецепто-
ров  (ТКР) разных людей. Этот эпитоп относится к высококонсервативным пептидам, редко 
мутирующим в новых штаммах SARS-CoV-2 и гомологичным с эпитопами из сезонных корона-
вирусов. Существует предположение, что именно наличие кросс-реактивного ответа на гомо-
логичные пептиды способствует снижению тяжести заболевания COVID-19, которое, однако, 
ставится под сомнение другими исследователями, предполагающими, что низкая аффинность 
кросс-реактивных рецепторов снижает силу иммунного ответа. Целью данного исследования 
была оценка влияния аминокислотных замен в эпитопе SPR на аффинность связывания со 
специфичным Т-клеточным рецептором. Для этого было проведено обогащение антигенспеци-
фических клеток рестимуляцией антигенным пептидом из образцов четырех доноров, перенес-
ших COVID-19, и проведено секвенирование репертуаров  ТКР. Полученный SPR-специфичный 
репертуар β-цепей ТКР характеризовался бо́льшим разнообразием последовательностей, чем 
репертуар α-цепей, однако в репертуарах всех четырех доноров были обнаружены публич-
ные рецепторы, три из которых были клонированы и использованы для получения репортер-
ной линии Jurkat  E6-1  TPR. Лишь для одного из трех рецепторов были продемонстрированы 
способность к активации пептидом SPR и распознавание мутантного гомолога LPRWYFYY из 
сезонных коронавирусов с той же аффинностью, что и пептида дикого типа. Это свидетель-
ствует о том, что наличие мутации не повлияло на силу иммунного ответа, что может объ-
яснить высокую частоту и положительный вклад кросс-реактивного ответа на эпитоп SPR  
в протекание инфекции  COVID-19.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: COVID-19, SARS-CoV-2, Т-клеточный рецептор, Т-клеточный эпитоп, Т-клеточ-
ный репертуар, кросс-реактивность.

DOI: 10.31857/S0320972524090086 EDN: JJRWYB

Принятые сокращения: МПК  – мононуклеары пе-
риферической крови; ТКР  – Т-клеточный рецептор; 
HLA  – человеческий лейкоцитарный антиген.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Пандемия COVID-19, начавшаяся вследствие 
быстрого распространения по всему миру новой 
коронавирусной инфекции SARS-CoV-2, способ-

ствовала изучению Т-клеточного иммунного от-
вета на вирусы, принципов его формирования 
и механизмов, лежащих в основе распознава-
ния эпитопов. Наиболее важным звеном клеточ-
ного иммунного ответа на вирусные инфекции 
являются цитотоксические CD8+  Т-лимфоциты, 
поскольку они непосредственно участвуют в 
элиминации зараженных вирусом клеток. Было 
показано, что тяжесть заболевания зависит от 
количества CD8+-клеток  [1], а пролонгированный 
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иммунный ответ на вирус SARS-CoV-2 коррелиру-
ет с клональным разнообразием первичного отве-
та Т-лимфоцитов  [2]. Одним из важных факторов 
противовирусного иммунного ответа может быть 
наличие Т-клеток, кросс-реактивных к сезонным 
коронавирусам  [3–5], которые обнаруживаются 
примерно у 20% людей, не болевших COVID-19 [6]. 
Эти клетки, вероятно, могут защищать от зара-
жения даже при непосредственном близком кон-
такте с зараженным человеком  [3]. Большинство 
эпитопов, вызывающих кросс-реактивный ответ, 
происходят из белков нуклеокапсида  (N) и бел-
ка  ORF1a  [6,  7]. Так, N-белки вирусов SARS-CoV-2 
и SARS-CoV-1 гомологичны на  90%. Степень гомо-
логии белка нуклеокапсида SARS-CoV-2 и сезон-
ных коронавирусов  (OC43, 229E, NL63 и  HKU-1) 
составляет ~40%  [8]. При этом в новых штаммах 
SARS-CoV-2 N-белок относится к наиболее часто 
мутирующим последовательностям вируса, одна-
ко мутации в N-концевом участке практически не 
встречаются  [9,  10].

Наиболее иммунодоминантным эпито
пом в контексте N-белка является эпитоп N105–113 
(SPRWYFYYL), презентирующийся в HLA-B*07:02 
[11]. Эпитоп SPR индуцирует иммунный ответ у 
80%  носителей аллели HLA-B*07:02 (https://www.
mckayspcb.com/SARS2TcellEpitopes/), перенесших 
COVID-19, а также у иммунологически не ском-
прометированных доноров  [12]. Есть две теории, 
объясняющие высокую иммунодоминантность 
SPR. Согласно одной из них, ответ на эпитоп SPR 
происходит в основном за счет кросс-реактивных 
Т-клеток, специфичных к сезонным коронавиру-
сам  [13,  14]. Последовательность эпитопа SPR у 
вирусов SARS-CoV-2 и SARS-CoV-1 полностью гомо-
логична, от OC43 и HKU-1 она отличается одним  
аминокислотным остатком (LPRWYFYYL), тре-
мя аминокислотными остатками  – от 229E 
(SPKLHFYYL) и четырьмя  – от NL63 (PPKVHFYYL) 
[15]. Согласно второй теории, иммунодоми-
нантность обеспечивается высокой частотой 
наивных предшественников Т-клеток с относи-
тельно разнообразным репертуаром αβ  Т-кле-
точных рецепторов  [16]. Согласно исследованию 
Nguyen  et  al.  [17], средняя частота SPR-специфич-
ных CD8+-клеток в крови пациентов, которые 
перенесли COVID-19, составляет 6,88  ×  10−4, в то 
время как у пациентов, не зараженных COVID-19, 
этот показатель равен 3,00  ×  10−5. Таким обра-
зом, частота SPR-специфичных клеток в крови 
не болевших COVID-19 доноров даже выше, чем 
частота клеток, специфичных к другим иммуно-
доминантным эпитопам в крови пациентов в 
острой фазе заболевания: так, для иммунодоми-
нантного эпитопа S269–277 (YLQPRTFLL) этот показа-
тель составляет примерно 1,3  ×  10−5  [18]. Однако 
анализ образцов крови, взятых до начала панде-

мии, показал, что SPR-специфичная популяция в 
основном состоит из наивных CD8+-клеток с фено-
типом CCR7+CD27+CD45RA+, в отличие от образцов 
от пациентов после инфекции, где преобладают 
SPR-специфичные Т-клетки центральной памяти 
с фенотипом CCR7+CD27+CD45RA−  [17]. Таким обра-
зом, можно предположить, что высокая иммуно-
доминантность SPR обеспечивается за счет боль-
шого числа наивных Т-клеток и разнообразного 
репертуара ТКР  [15,  17].

Наличие кросс-реактивного ответа на 
SPR и другие консервативные эпитопы, такие 
как NSP124859–4867 (RQLLFVVEV) и NSP124515–4523 
(TMADLVYAL), ассоциировано с более легким те-
чением COVID-19  [17,  19]. В  то же время в других 
исследованиях было показано, что ТКР, специфич-
ные к гомологичным эпитопам сезонных корона-
вирусов, имеют низкую аффинность к эпитопам 
SARS-CoV-2  [20,  21]. Наличие кросс-реактивных 
ТКР может мешать вовлечению наивных Т-клеток 
с потенциально более высокоаффинным рецепто-
ром в иммунный ответ и снижать эффективность 
противовирусного ответа [22]. Тем не менее пока-
зано, что более 80% эпитоп-специфичных клеток, 
сформировавшихся после инфекции COVID-19 
или вакцинации против SARS-CoV-2, способны к 
кросс-реактивному ответу на эпитопы из других 
штаммов SARS-CoV-2  [23,  24]. Некоторые мутации 
приводят к потере связывания с презентирующей 
молекулой HLA (человеческого лейкоцитарного 
антигена)  [25] или ослаблению активации CD8+-
клеток  [26]. При этом было показано, что разные 
эпитопы вызывают формирование репертуара 
ТКР с разным уровнем разнообразия вариабель-
ного участка CDR3  [2], что также может влиять 
на устойчивость эпитоп-специфичного ответа к 
мутациям. Так, для иммуногенных эпитопов YLQ 
и S448–456 (NYNYLYRLF), вызывающих формирова-
ние репертуара с высокой долей публичных по-
следовательностей, были обнаружены мутации, 
не влияющие на связывание пептида с презен-
тирующим HLA, но снижающие ответ CD8+-кле-
ток  [27,  28].

Таким образом, изучение архитектуры Т-кле-
точного репертуара, формирующегося на конкрет-
ный эпитоп SARS-CoV-2, и влияние аминокис-
лотных замен, появляющихся в его структуре в 
процессе эволюции вируса или присутствующих 
в сезонных коронавирусах, может помочь в пони-
мании механизмов иммунологического ускольза-
ния новых вариантов коронавируса и разработке 
более эффективных вакцин. В  этой работе было 
проведено изучение Т-клеточного ответа на эпи-
топ  SPR и высокогомологичные ему пептиды и 
определено влияние отдельных аминокислотных 
замен на связывание комплекса MHC–пептид с 
публичным  ТКР.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение мононуклеаров периферической 
крови  (МПК). Исследование было одобрено эти-
ческим комитетом ФГБУ «НМИЦ гематологии» 
Минздрава России, все доноры подписали инфор-
мированное согласие на участие в исследовании 
(протокол №  150, 02.07.2020). Для работы были 
использованы образцы венозной крови четырех 
доноров (трех женщин и одного мужчины) возра-
стом от 21 до 45 лет (медианный возраст – 27,5), пе-
ренесших заболевание COVID-19 средней тяжести. 
Тяжесть заболевания определялась в соответствии 
с классификацией, используемой Национальны-
ми Институтами Здравоохранения Соединенных 
Штатов Америки (www.covid19treatmentguidelines.
nih.gov).

Образцы были получены в период с августа 
2020  года по апрель 2021  года через 27–66 (сред-
нее = 45,5) дней после появления симптомов новой 
коронавирусной инфекции методом венепункции 
в пробирки, содержащие антикоагулянт ЭДТА 
(«Sarstedt», Германия). МПК были выделены мето-
дом центрифугирования венозной крови в гради-
енте плотности Ficoll (1,077 г/мл; «ПанЭко», Россия) 
(400 g, 30 мин). Далее, клетки промывали фосфат-
но-солевым буфером («Thermo Fisher Scientific», 
США), содержащим 2 мМ  ЭДТА («Amresco», США), 
и замораживали по 10 × 106 клеток в эмбриональ-
ной телячьей сыворотке («Capricorn», Германия), 
содержащей 7% ДМСО («Sigma-Aldrich», Германия).

HLA-генотипирование образцов. Для всех 
доноров было проведено генотипирование алле-
лей HLA с помощью набора One Lambda ALLType 
(«Thermo Fisher Scientific»), который использует 
мультиплексную ПЦР для амплификации пол-
ных последовательностей генов HLA-A/B/C и генов 
HLA-DRB1/3/4/5/DQB1 от экзона  2 до 3′  нетрансли-
руемой области. Полученные библиотеки были 
секвенированы с использованием платформы 
MiSeq («Illumina», США). Данные были проанали-
зированы при помощи программного обеспече-
ния One Lambda HLA TypeStream Visual Software 
(версия  2.0.0.27232) и сопоставлены с базой дан-
ных IPD-IMGT/HLA  3.39.0.0.

Постановка in  vitro эпитоп-специфичных 
клеточных культур Т-лимфоцитов. Для поста-
новки эпитоп-специфичных клеточных культур 
МПК доноров были разморожены и далее раз-
делены на контрольную лунку (без добавления 
пептида) и 3–5 целевых лунок по 3  ×  106  клеток 
в лунку 24-луночного культурального планшета 
для суспензионных культур («Nest», Китай) в 
1  мл культуральной среды RPMI  1640 («Thermo 
Fisher Scientific»), содержащей 10%  человеческой  
сыворотки, 1  мМ  пирувата натрия («Thermo 
Fisher Scientific»), 500  ед./мл  IL-7, 80  ед./мл  IL-15 и 

50  ед./мл  IL-2 («Miltenyi Biotec», Германия). Конеч-
ный объем в лунке составлял 2  мл. Пептид SRP, 
разведенный в ДМСО, добавляли в целевые лунки 
на 0  день инкубации с финальной концентра-
цией 10  нг/мл. Клетки инкубировали в течение 
10–12 дней, замену половины культуральной сре-
ды проводили на 3, 5 и 7  дни культивации.

Производство биотинилированных ком-
плексов МНС  I–пептид. Все использованные 
химикаты аналитического класса были приобре-
тены у фирмы «Sigma-Aldrich», за исключением 
ЭДТА, азида натрия («Amresco»), хлорида натрия 
(«Малиновое озеро», Россия) и коктейля ингиби-
торов протеаз («Thermo Fisher Scientific»). Раство-
римый HLA, загруженный пептидом, был получен 
путем сворачивания in  vitro телец включения 
Escherichia coli, как было описано ранее  [29], с 
модификациями  [30]. Вкратце, тяжелые (HLA с 
меткой биотинилирования) и легкие (бета-2 мик-
роглобулин) цепи человека были экспрессиро-
ваны в штамме E.  coli BL21(DE3) pLysS в тельцах 
включения. Пептиды, легкие и тяжелые цепи 
смешивали и правильно свернутые комплексы 
очищали методом гель-фильтрации с использо-
ванием сорбента Superdex  75  pg  16/600 («Cytiva», 
США) и Tris-буферного физиологического раствора 
(20  мМ  Tris-HCl, 150  мМ  NaCl; рН  8,0) в качестве 
подвижной фазы. Комплексы биотинилировали 
биотин лигазой собственного производства и 
очищали методом гель-фильтрации с использо-
ванием сорбента Superdex  75  pg  10/300 («Cytiva»). 
Биотинилированные мономеры концентрировали 
до конечной концентрации 0,4–1,0  мг/мл и храни-
ли в 20%-ном глицерине, содержащем 0,1%  азида 
натрия, 0,1 мМ ЭДТА и коктейль ингибиторов про-
теаз. Плазмиды, кодирующие HLA и бета-2 мик-
роглобулин, были любезно предоставлены Тоном 
Шумахером (The Netherlands Cancer Institute, Ам-
стердам, Нидерланды).

Проточная сортировка эпитоп-специфичных 
Т-клеток. На 10–12 день культивирования клетки 
окрашивали при помощи флуоресцентных анти-
тел CD3-AF700 («Sony», Япония), CD8-FITC («Sony»), 
7AAD («Sony») и тетрамерным комплексом пептид–
MHC, конъюгированным со стрептавидин-R-фико-
эритрином («Thermo Fisher Scientific»), как было 
описано ранее [31]. Стратегия выделения целевой 
популяции клеток MHC–тетрамер+/CD3+/CD8+ при-
ведена на рисунке  П1 в  Приложении  1. Окраши-
вание считалось положительным, если количе-
ство клеток MHC–тетрамер+/CD3+/CD8+ превышало 
0,03–0,4%. Далее, Т-клеточную фракцию сортиро-
вали в лизирующий реагент Trizol («Thermo Fisher 
Scientific») с использованием клеточного сортера 
FACSAria  III («BD  Biosciences», США). От  каждого 
донора было получено 3–5  образцов, содержащих 
по 500–6000  тетрамер-положительных клеток.
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Секвенирование репертуаров ТКР. Библио-
теки для секвенирования α- и β-цепей ТКР тет-
рамер-положительных фракций клеток, а также 
тотальной фракции нестимулированных МПК до-
нора p1489 были приготовлены, как было описано 
ранее  [32]. Кратко, клетки лизировали реаген-
том Trizol («Thermo Fisher Scientific»), РНК выде-
ляли при помощи Phasemaker («Thermo Fisher 
Scientific»). Обратную транскрипцию осущест-
вляли с использованием реагента SMARTScribe 
Reverse Transcriptase («TaKaRa», Япония) по про-
токолу производителя. Количество ДНК-продук-
та увеличивали при помощи двух раундов ПЦР. 
Очистку продукта на всех этапах осуществляли 
при помощи Agencourt AMPure  XP («Beckman 
Coulter», США). Оценку качества РНК и ДНК про-
водили при помощи системы капиллярного элек-
трофореза Agilent («Agilent», США), концентрацию 
РНК и ДНК измеряли при помощи флуориметра 
Qubit4 («Thermo Fisher Scientific»). Секвенирование 
проводили с использованием секвенатора MiSeq 
(«Illumina»). Полученные данные были проана-
лизированы при помощи программ MIXCR  [33], 
MIGEC  [34] и VDJtools  [35]. Полученные данные 
представлены в табл.  П1 в  Приложении  2. Ана-
лиз результатов секвенирования и поиск пар α- и 
β-цепей осуществляли с использованием языков 
программирования  R (версия  4.0.0) и Python (вер-
сия 3.9.1). Поиск гомологичных эпитоп-специфич-
ных клонотипов с максимальным расстоянием 
Хемминга, равным  1, проводили с использовани-
ем программного пакета VDJmatch с учетом V-ге-
на. Графы гомологии были созданы при помощи 
пакета «igraph» версия 1.2.6. α- и β-цепи ТКР были 
составлены в пары на основании их относитель-
ной частоты и/или совместной встречаемости в 
образцах, полученных от одних и тех же доноров. 
Из пар α- и β-цепей ТКР были выбраны три после-
довательности:

(1)  TRAV13-1|TRAJ13|CAASIGPGGYQKVTF  – 
TRBV28|TRBJ2-2|CASSWLTGTNGELFF;

(2)  TRAV10|TRAJ31|CVVSVEARLMF  – 
TRBV11-2|TRBJ1-1|CASSLDRGRAQCKNTEAFF;

(3)  TRAV9-2|TRAJ6|CALPGGGSYIPTF  – 
TRBV7-2|TRBJ2-3|ASSWKLAGPDTQYF.

Получение трансгенного ТКР. Плазмиду кон-
струировали из модулей, кодирующих α- и β-цепи 
Т-клеточного рецептора, разделенных последова-
тельностью 2А-пептида, для обеспечения их экви-
молярной экспрессии. Вариабельные фрагменты α 
и  β были амплифицированы из библиотек секве-
нирования, J-сегменты достроены с помощью син-
тетических олигонуклеотидов, фланкированных 
сайтами  BpiI. Модули, содержащие константные 
участки, были получены ранее.

Для быстрого клонирования ТКР в лентивирус-
ный вектор третьего поколения pLABE-cPPT  (под 

контролем промотора  EF1a), полученного на ос-
нове вектора pLenti6  («Thermo Fisher Scientific»), 
применяли систему сборки Golden  Gate с исполь-
зованием эндонуклеазы рестрикции BpiI («Thermo 
Fisher Scientific») и лигазы  T4 («Thermo Fisher 
Scientific») с последующей трансформацией ком-
петентных клеток NEB® Stable Competent E.  сoli. 
Плазмидная ДНК была выделена набором GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit («Thermo Fisher Scientific») в 
соответствии с рекомендациями производителя. 
Выбор рабочего клона был осуществлен по ре-
зультатам ПЦР-скрининга колоний и рестрикции 
плазмидной ДНК рестриктазой  HindIII («Thermo 
Fisher Scientific»). Подтверждение последовательно-
сти плазмидной ДНК проводили по методу Сэнгера.

Наработка лентивирусных частиц. Для по-
лучения лентивирусных частиц проводили транс-
фекцию клеточной линии HEK293T трансферной 
плазмидой, содержащей целевую вставку, упако-
вочными лентивирусными плазмидами ViraPower 
(«Thermo Fisher Scientific»): pLP1  (кодирует струк-
турные белки вириона, а также ферменты ре-
вертазу и интегразу), pLP2  (содержит последова-
тельность белка экспорта не сплайсированной 
геномной мРНК  Rev) и pLP-VSVG  (кодирует белок 
оболочки  – гликопротеин  G вируса везикуляр-
ного стоматита). В  качестве сред использовали 
DMEM («Gibco», «Thermo Fisher Scientific», США), 
содержащую 10%  эмбриональной бычьей сыво-
ротки («Sartorius», Германия) и Opti-MEM («Gibco», 
«Thermo Fisher Scientific»). Трансфекцию про-
водили с помощью линейного полиэтиленими-
на  (PEI)  25K («Polysciences»,  США).

Cупернатант, содержащий лентивирусные 
частицы, собирали через 72  ч, пропускали через 
фильтр  PES (диаметр пор  – 0,45  мкм; «Sarstedt») и 
концентрировали центрифугированием в течение 
16  ч при 4000  g. Далее, супернатант собирали, ре-
суспендировали в  IMDM («Gibco», «Thermo Fisher 
Scientific»), аликвотировали и замораживали. Хра-
нили аликвоты при  –80  °С.

Титрование лентивируса и получение кле-
точных линий с трансгенным ТКР. Для определе-
ния количества инфекционно активных вирусных 
частиц, способных трансдуцировать клетку и экс-
прессировать трансген (TU), проводили титрование 
полученных лентивирусов с использованием кле-
точной линии Jurkat  E6.1 TPR CD8+  (производная 
клеточной линии Т-клеточного лейкоза Jurkat); ре-
портеры: активированный ядерный фактор Т-кле-
ток NFAT (зеленый флуоресцентный белок,  GFP), 
ядерный фактор NF-κB (синий флуоресцентный 
белок, СFP) и активирующий белок AP-1 (красный 
флуоресцентный белок,  mCherry)  [36].

TU  оценивали по экспрессии маркера  CD3+ 
методом проточной цитометрии (антитела 
CD3-AF700; «Sony», Япония). Далее, проводили 
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лентивирусную трансдукцию с таким соотноше-
нием инфекционно-активных вирусных частиц 
к клеткам  (MOI), которое обеспечивает не более 
20% трансдукции, тем самым снижая вероятность 
множественных интеграций. Трансгенные клетки 
обогащали с использованием клеточной сорти-
ровки на приборе FACSAria  III. После сортировки 
клетки культивировали в среде  IMDM, содержа-
щей 10%  FBS. Чистота полученных популяций 
E6.1  TPR CD3+-клеток была не  менее  95%.

Поиск гомологичных пептидов. Для поиска 
гомологичных пептидов использовали базы дан-
ных (https://gisaid.org/, https://t-cov.hse.ru/), а также 
литературные данные  [37,  38]. Афинность связы-
вания пептидов с HLA-B*07:02 оценивали при по-
мощи программы NetMHCpan  4.1 (https://services.
healthtech.dtu.dk/services/NetMHCpan-4.1/).

Анализ взаимодействия комплекса пептид–
МНС с  ТКР. Отобранные пептиды (чистота  ≥  95%) 
синтезировали («Pepmic  Co.,  Ltd», Китай), после 
чего проводили анализ их взаимодействия с  ТКР, 
экспрессируемый репортерной клеточной линией 
Jurkat  E6-1  TPR, как описано  ранее  [28].

Трансгенные клетки Jurkat  E6-1  TPR инкуби-
ровали в течение 20–24  ч при 37  °C в атмосфере 
5%  CO2 совместно с клетками  K562 (производная 
миелоидной клеточной линии), трансгенными по 
аллели HLA  B*0 07:02:01:01 в соотношении 1  :  2 в 
200  мкл среды IMDM, содержащей 10%  FBS в лун-
ках 96-луночного планшета («Sarstedt»), содержа-
щих серийные разведения пептида (финальные 
концентрации: 100; 20; 4; 0,8; 0,16; 0,032; 0,0064; 
12,8e-4; 2,56e-4; 0,512e-4; 0,1024e-4  мкМ/мл), в трех 
независимых повторах. Среду без добавления 
пептида использовали в качестве отрицатель-
ного контроля. После инкубации клетки промы-
вали фосфатно-солевым буфером («Thermo Fisher 
Scientific») и окрашивали флуоресцентным анти-
телом CD8-APC («BD  Biosciences»); жизнеспособ-
ность клеток оценивали путем окрашивания кле-
ток флуоресцентным красителем Alexa  Fluor  750 
NHS Ester («Thermo Fisher Scientific»). Активацию 
Т-клеток пептидом оценивали по экспрессии eGFP, 
регулируемой промотором NFAT, и анализировали 
с использованием проточного цитофлуориметра 
MACSQuant Analyser  10 («Miltenyi Biotec», Герма-
ния).

Полученные данные анализировали с ис-
пользованием программного обеспечения FlowJo 
и  GraphPad  Prizm  8.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ репертуаров тетрамер-положитель-
ных клеток, полученных от четырех доноров, 
позволил идентифицировать 1533  уникальныe 

последовательности  α- и 301  уникальную по-
следовательность β-цепей ТКР, специфичных к 
комплексу HLA-В*07:02-SPR. При этом α-цепи ха-
рактеризовались большей публичностью и пере-
секались как между образцами одного донора, 
так и между образцами из разных доноров, в 
то время как β-цепи пересекались только между 
образцами одного человека  (рис.  1,  а). Всего было 
обнаружено 452  (23%) последовательности  α- и 
44  (12%) последовательности β-цепей, которые 
встречались более чем в  1  образце.

Сорок одна эпитоп-специфичная α-цепь и 
семь β-цепей были обнаружены в тотальном 
репертуаре МПК пациента  p1489, большая часть 
этих последовательностей не пересекалась с 
публичными данными, взятыми из ранее опуб-
ликованных статей  [12,  39] и баз аннотирован-
ных Т-клеточных рецепторов VDJdb (https://vdjdb.
cdr3.net/)  (рис.  1,  б). В  тотальном репертуаре 
α-цепей пациента  p1489 также присутствовали 
24  последовательности, охарактеризованные как 
SPR-специфичные в литературе и  VDJdb, однако 
не обнаруженные в эпитоп-специфичных фрак-
циях  (рис.  1,  б). Эти последовательности были 
длиннее тех, которые впоследствии обогатились 
в клеточных культурах, однако их длина была в 
пределах нормальных значений в 13–15  а.о., ха-
рактерных для рецепторов, распознающих эпито-
пы длиной 9–10  а.о.  [40]  (рис.  1,  в), а их частота в 
тотальном репертуаре  p1489 была ниже, чем тех, 
которые были обнаружены в клеточных культу-
рах, и составляла в среднем 1,44  ×  10−5 и 1,3  ×  10−4 
соответственно  (рис.  1,  г). Интересно отметить, 
что в тотальном репертуаре α-цепей  p1489 также 
были обнаружены клонотипы, полученные из 
SPR-специфичных клеток трех других доноров, 
при этом частота таких клонотипов практически 
не отличалась. Репертуар β-цепей был более уни-
кальным для каждого донора, а последовательно-
сти встречались в тотальном репертуаре в сред-
нем с частотой в  4,3  ×  10−5  (рис.  1,  д).

Несмотря на относительно низкую публич-
ность полученных последовательностей, для не-
которых из них удалось обнаружить гомологи 
с одной аминокислотной заменой в публичных 
данных. Всего было обнаружено 1848  последова-
тельностей CDR3  α- и 1038  CDR3 β-цепей, из кото-
рых 632  (34%) и 195  (19%) соответственно вошли 
в состав кластеров гомологии. Для обеих цепей 
было характерно наличие доминантных генов 
TRAV и TRBV  (рис.  1,  е).

Подбор наиболее вероятных пар α- и β-цепей 
осуществляли с учетом встречаемости этих це-
пей одновременно в различных образцах одного 
и/или нескольких доноров, частоты этих цепей 
в образце и принадлежности β-цепи к кластеру, 
построенному на основании сходства последо-
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Рис. 1. Гомология SPR-специфичных репертуаров ТКР. а  –  Доля CDR3  α-  (слева) и β-цепей  (справа), пересе-
кающихся между образцами. Рамками выделены образцы, полученные из одного донора. б  –  Пересечение 
между последовательностями CDR3  α-  (слева) и β-цепей  (справа), обнаруженными в публичных данных, 
SPR-специфичных клеточных культурах и тотальном репертуаре  p1489. в  –  Длина CDR3 из SPR-специфич-
ных клеточных культур  p1489  (желтый) или публичных данных  (синий) в тотальном репертуаре. г  –  Ча-
стота CDR3 из SPR-специфичных клеточных культур  p1489  (желтый) или публичных данных  (синий), об-
наруженных в тотальном репертуаре. д  –  Частота SPR-специфичных клонотипов в тотальном репертуаре 
доноров. е  –  Кластеризация CDR3  α-  (слева) и β-цепей  (справа) ТКР. Каждая вершина представляет собой 
уникальную последовательность CDR3, размер круга пропорционален количеству идентичных последова-
тельностей, линии соединяют последовательности, различающиеся на 1  аминокислотную замену. Цветом 
обозначены доноры, экспериментальные статьи и базы данных, из которых были взяты последовательно-
сти CDR3. Показаны кластеры, содержащие ≥  5  (CDR3α) и ≥  2  (CDR3β) членов. Использование V- и J-генов 
представлено в виде круговых диаграмм; а.о.  – аминокислотный остаток
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Рис. 2. Влияние мутаций в эпитопе SPR на презентацию в HLA и распознавание SPR-специфичными Т-клет-
ками. а – Предсказанная при помощи NetMHCPan 4.1 аффинность связывания пептида дикого типа (ДТ) SPR 
и его гомологов с HLA-B*07:02. Зеленым обозначены варианты с высокой силой связывания (SB; ранг < 0,5); 
желтым – варианты со слабой аффинностью (WB; ранг 0,5–2); красным – варианты, не способные к презен-
тации в данной HLA (NB; ранг  >  2). Гомолог, выбранный для анализа кросс-реактивного ответа, выделен 
жирным шрифтом. б – Кривая титрования для определения функциональной авидности SPR-специфичного 
ТКР1 к пептиду дикого типа  (синий) и мутантному пептиду S105L  (голубой). На  графике отображена сред-
няя доля клеток  eGFP+ и стандартное отклонение; EC50 отмечено прерывистой линией

вательностей  CDR3. В  результате было отобрано 
3  ТКР, распознающих комплекс HLA-B*07:02-SPR 
(рис.  1,  е).

Анализ литературы  [37,  38] и баз данных, 
содержащих информацию о мутациях в новых 
штаммах вируса SARS-CoV-2, позволил обнару-
жить 7  гомологичных пептидов с 1–2  аминокис-
лотными заменами. Среди этих пептидов только 
один вариант  – S105L из сезонных коронавиру-
сов HCoV-OC42 и HCoV-HKU1  – имел высокую 
предсказанную аффинность связывания и был 
выбран для дальнейшего анализа. В  трех других 
гомологичных пептидах (R107G и S105C, несущие 
редкие закрепившиеся мутации, а также S105A и 
L113T из вируса  MERS) мутации ослабили силу 
связывания с HLA-B*07:02, а еще в трех вариан-
тах (L113Q, P106S, P106H), которые также являют-
ся редкими, мутации полностью нарушили свя
зывание  с  HLA  (рис.  2,  а).

Для проверки функциональной активности 
ТКР, специфичных к комплексу HLA-B*07:02-SPR 
или HLA-B*07:02-S105L, был проведен ана-
лиз активации репортерной клеточной линии 
Jurkat  E6-1  TPR, несущей один из идентифици-
рованных ТКР в ответ на различные концентра-
ции SPR или мутантного пептида  S105L. Из трех 

ТКР, идентифицированных на предыдущем этапе, 
только один  (ТКР1), полученный путем анализа 
эпитоп-специфичных клеточных культур МПК 
донора  p1329, продемонстрировал способность к 
активации трансгенных Jurkat E6-1 TPR пептидом 
дикого типа  (SPR). Этот ТКР также распознавал 
родственные эпитопы со сравнимой функцио-
нальной авидностью  (EC50) для обоих эпитопов: 
0,07  мкМ для SPRWYFYYL  (ДТ) и 0,14  мкМ для 
LPRWYFYYL  (S105L). Таким образом, полученный 
ТКР высокоспецифичен для вируса SARS-CoV-2 и 
потенциально может участвовать в иммунном 
ответе на сезонные коронавирусы OC43 и  HKU-1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Хорошо известно, что на вирусные эпитопы 
может формироваться Т-клеточный репертуар с 
различной степенью гомологии ТКР  [2]. Функцио-
нальное преимущество такого иммунного ответа 
остается малоизученным, однако было показано, 
что публичные клонотипы имеют более высокую 
вероятность V(D)J-рекомбинации и кросс-реактив-
ность с другими заболеваниями. Вирус SARS-CoV-2 
способен к постепенному накоплению мутаций, 
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часть из которых приводит к ускользанию от 
иммунного надзора за счет потери связывания с 
презентирующим  HLA или снижения авидности 
взаимодействия со специфическими Т-клетка-
ми  [41]. В  последнем случае кросс-реактивность 
может способствовать сохранению иммунного 
ответа на мутировавший антиген.

В данной работе мы изучили репертуар SPR-
специфичных CD8+-клеток, полученных из крови 
четырех пациентов, перенесших COVID-19 и имею-
щих аллель HLA-B*07:02. Т-клеточный иммунный 
ответ на этот иммунодоминантный эпитоп харак-
теризовался высоким разнообразием α- и β-цепей, 
однако, несмотря на то что уникальных α-цепей 
было обнаружено больше, чем β-цепей, коли-
чество публичных последовательностей среди 
α-цепей также было выше, что можно объяснить 
меньшим разнообразием α-цепей в целом  [42]. 
Интересно отметить, что в тотальном репертуа-
ре  p1489 были обнаружены последовательности 
α-цепей, охарактеризованные как SPR-специфич-
ные в публичных данных, но не обнаруженные в 
эпитоп-специфичных клеточных культурах. Веро-
ятно, отсутствие этих цепей в эпитоп-специфич-
ных клеточных культурах можно объяснить их 
низкой частотой в тотальном репертуаре, из-за 
чего клетки, несущие данный рецептор, могли 
не попасть в клеточную культуру. Другой веро-
ятной причиной может быть наличие данных 
цепей в рецепторах, специфичных к другим эпи-
топам, или низкая аффинность к  SPR, которая не 
позволила клеткам с данным рецептором про-
лиферировать в клеточной культуре достаточно 
эффективно в ответ на стимуляцию экзогенным 
пептидом. Тем не менее средняя частота эпитоп-
специфичных клонотипов составила 1,3  ×  10−4 для 
α-цепи и 4,3  ×  10−5  – для β-цепи, что примерно в 
10  раз больше, чем для других иммунодоминант-
ных эпитопов, например, YLQ, KCY, KTF и ALW [2], 
и согласуется с литературными данными о высо-
кой частоте SPR-специфичных клонотипов.

Мы подтвердили наблюдение о том, что SPR-
специфичный репертуар характеризуется отно-
сительно низкой гомологией последовательно-
стей  ТКР. Тем не менее нам удалось определить 
несколько последовательностей, формирующих 
кластеры гомологии с SPR-специфичными после-
довательностями, полученными из эпитоп-спе-
цифичных клеточных культур четырех доноров 
и/или обнаруженными в публичных данных. 
Мы  отобрали 3  потенциальных  ТКР, которые 
далее были трансдуцированы в репортерную 
клеточную линию Jurkat  E6-1  TPR. Несмотря на 
то что подбор пар α- и β-цепей осуществлялся с 
учетом их частоты встречаемости в одних и тех 
же образцах, только один из выбранных ТКР про-
демонстрировал способность к распознаванию 

пептида SPR. Вероятно, это связано с тем, что одна 
α-цепь может формировать ТКР с несколькими 
β-цепями и наоборот, что повышает частоту их 
встречаемости, однако не гарантирует наличие 
их в одном  ТКР.

Единственный функциональный ТКР рас-
познавал пептид  SPR и его мутантную форму 
LPRWYFYYL из сезонных коронавирусов OC43 и 
HKU1 с EC50, равной 0,07  мкМ и 0,14  мкМ соответ-
ственно. Эти значения были значительно выше, 
чем функциональная авидность для большинства 
Т-клеточных эпитопов, в том числе и из нуклео-
капсидного белка SARS-CoV-2  [43,  44]. Это объяс-
няет высокую частоту кросс-реактивных ТКР в 
образцах доноров, не болевших COVID-19. Инте-
ресно отметить, что другие мутации в эпитопе 
SPR, обнаруженные нами в публичных данных, 
ослабляли или полностью нарушали связывание 
пептида с HLA-B*07:02. Это отличает SPR-специ-
фичные ТКР от рецепторов к другим иммуно-
доминантным пептидам. Так, было показано, 
что ТКР, специфичные к иммунодоминантному 
и часто мутирующему эпитопу S269–277 YLQPRTFLL, 
не распознавали ни мутантные формы пептида, 
ни гомологичные пептиды из сезонных корона-
вирусов. В  то же время ТКР, специфичные к бо-
лее консервативному и менее иммуногенному 
S1000–1008 RLQSLQTYV, были способны к распозна-
ванию мутантных вариантов, но не гомологич-
ных эпитопов из сезонных коронавирусов  [28]. 
ТКР, специфичные к часто мутирующему пеп-
тиду S448–456 NYNYLYRLF, формирующему реперту-
ар с большой долей публичных последователь-
ностей, распознавали только 2 из 4 мутантных 
вариантов  [27]. Два ТКР, специфичных к другому 
иммунодоминантному эпитопу из белка нуклео-
капсида N361–369 KTFPPTEPK, формирующему разно-
образный репертуар с высокой длительностью  
персистенции специфичных Т-клеток [2], распозна-
вали только часть мутантных пептидов  [43]. Для 
других эпитопов не было показано взаимосвязи 
между разнообразием репертуара и способностью 
распознавать мутантные формы пептидов  [45]. 
Однако следует учитывать, что на результат в зна-
чительной степени может повлиять и выбор ре-
цептора: так, в исследовании Minervina  et  al.  [27] 
мутантные формы более консервативного пептида  
ORF1ab1637–1646 TTDPSFLGRY, формирующего менее 
публичный репертуар, распознавались также 
хорошо, как и пептид дикого типа, однако в ра-
боте De  Silva  et  al.  [45] все 5  изученных мутант-
ных вариантов приводили к снижению актива-
ции Т-клеток. А  в уже упомянутой ранее работе 
Hu  et  al.  [43] KTF-специфичные рецепторы распо-
знавали разные мутантные варианты с разной 
аффинностью. Вероятно, это может объяснить 
эволюционное преимущество более разнообраз-
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ного репертуара, позволяющего с большей вероят-
ностью найти рецептор, способный к распознава-
нию мутантного варианта.

Другим объяснением устойчивости иммунно-
го ответа к определенным мутациям в эпитопе 
может быть геометрия взаимодействия ТКР–пеп-
тид–HLA. Были созданы кристаллические структу-
ры ТКР, специфичных к эпитопам YLQ  [25, 28,  46], 
RLQ  [28,  47] и LLLD  [44], благодаря которым было 
показано, что у разных ТКР, вне зависимости от 
их специфичности, может различаться вовлечен-
ность разных CDR-регионов во взаимодействие 
с HLA и пептидом. И,  вероятно, ТКР, имеющие 
больше контактов с  HLA, чем с пептидом, более 
устойчивы к мутациям.

Таким образом, несколько механизмов могут 
обеспечивать устойчивость иммунного ответа к 
мутациям. Во-первых, Т-клеточный иммунный 
ответ на SARS-CoV-2 возникает сразу на несколько 
эпитопов  [48] и маловероятно, что одна мутация 
может повлиять на общую силу ответа [48]. Во-вто-
рых, большая часть эпитопов вызывает формиро-
вание крайне разнообразного репертуара [49], что 
коррелирует с сохранением ответа на этот эпи-
топ  [2] и позволяет с большей вероятностью рас-
познавать мутантные формы пептида. В-третьих, 
многие пептиды могут представляться в несколь-
ких HLA, и потеря связывания с одним HLA может 
не влиять на связывание с другим  [50]. Однако 
в таком случае остается непонятным, почему до 
10%  всех вирус-специфичных ТКР являются пуб-
личными или крайне гомологичными  [51]. Воз-
можно, высокая частота встречаемости гомоло-
гичных последовательностей может объясняться 
высокими вероятностями V(D)J-рекомбинации и 
сборки данного рецептора  [2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В этой работе мы продемонстрировали, что 
репертуар ТКР, специфичных к эпитопу SPR, 
характеризуется высокой частотой специфиче-

ских последовательностей, относительно низкой 
гомологией, высоким разнообразием и частотой 
α-цепей и β-цепей. SPR-специфичные рецепторы 
способны к кросс-реактивному распознаванию 
пептидов из сезонных коронавирусов, и изучае-
мая мутация (замена серина на лейцин) эпитопа 
SPR не влияет на силу иммунного ответа. Эти 
особенности SPR-специфичного репертуара могут 
объяснить иммунодоминантность SPR у доноров, 
перенесших COVID-19, и высокую частоту кросс-
реактивного ответа на эпитоп SPR у доноров, 
не болевших COVID-19. Однако влияние степени 
гомологичности репертуара на способность рас-
познавать мутантные формы пептидов и влиять 
на ускользание вируса от иммунного надзора тре-
бует дальнейшего изучения.
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disease  severity. In this study, we investigated the immunodominant T-cell epitope SPRWYFYYYL 
from the nucleocapsid protein of SARS-CoV-2 virus. The immune response to this epitope is charac-
terized by the formation of highly homologous (convergent) receptors found in the T-cell receptor 
(TCR) repertoires of different individuals. This epitope belongs to highly conserved peptides that are 
rarely mutated in new strains of SARS-CoV-2 and are homologous to epitopes from seasonal coro-
naviruses. There is a suggestion that the presence of cross-reactive responses to homologous pep-
tides contributes to reduced COVID-19 disease severity. However, other investigators have questioned 
this, suggesting that low affinity receptors reduce the strength of the immune response. The aim of 
this study was to evaluate the effect of amino acid substitutions in the SPR epitope on the affini-
ty of binding to a specific T-cell receptor. To this end, antigen-dependent cellular expansions were 
performed on samples from four COVID-19-transfected donors and TCR repertoires were sequenced. 
The resulting SPR-specific β-chain TCRs had greater sequence diversity than that of α-chains, but 
public receptors were also present in all four donor repertoires, three of which were cloned and 
used to generate a Jurkat E6-1 TPR cell line. Only for one of the three receptors we demonstrat-
ed the ability to be activated by the SPR peptide and recognized the mutant LPRWYFYYY homo-
logue from seasonal coronaviruses with the same affinity as the wild-type peptide. This indicates 
that the presence of the mutation did not affect the strength of the immune response, which may 
explain why the cross-reactive response to the SPR epitope is so frequent and contributes positively  
to COVID-19 infection.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, T-cell receptor, T-cell epitope, T-cell repertoire, cross-reactivity
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Синтетические пептиды обладают широким спектром клинических эффектов. Особый интерес 
представляют пептиды на основе адренокортикотропного гормона (АКТГ) как в качестве уже 
используемых, так и потенциальных препаратов для предотвращения последствий широко-
го круга патологических и стрессовых состояний, включая ишемию головного мозга. Однако 
требуется изучить их влияние на клетки мозга в нормальных физиологических условиях,  
в  том числе для понимания рисков их применения. В  работе мы использовали высокопроиз-
водительное секвенирование РНК (RNA-Seq) для выявления дифференциально экспрессируе-
мых генов  (ДЭГ) в лобной коре интактных крыс, получающих внутрибрюшинное введение 
АКТГ-подобных пептидов АКТГ(4–7)PGP (семакс) и АКТГ(6–9)PGP или физиологический раствор. 
Через 22,5  ч после первого введения семакса и АКТГ(6–9)PGP мы выявили 258 и 228 ДЭГ соответ-
ственно с порогом  >  1,5 и Padj  <  0,05. Были выявлены метаболические пути, характеризующие 
как общее, так и специфическое влияние каждого из пептидов на транскриптом. Оба пеп-
тида преимущественно вызвали снижение экспрессии генов, связанных с иммунной системой. 
Одновременно при сравнении эффектов АКТГ(6–9)PGP относительно семакса были выявлены 
ДЭГ, которые характеризовали основные различия эффектов пептидов. Эти гены, в основном 
снизившие свою экспрессию, были ассоциированы с системами нейросигнализации и регу-
ляции ионных каналов. Наши данные показывают, как различия в структуре производных 
АКТГ связаны с изменением транскриптома клеток мозга после воздействия данных родствен-
ных пептидов. Результаты свидетельствуют о том, что при изучении влияния регуляторных 
пептидов на транскриптом при патологии необходимо учитывать их действие в нормальных 
физиологических условиях.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: АКТГ-подобные пептиды, RNA-Seq, транскриптом, экспрессия генов, ген-
ные сети.
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* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Пептиды представляют собой уникальный 
класс фармацевтически значимых соединений 
с высокой биосовместимостью, низкой иммуно-
генностью, мягким действием и минимальными 
побочными эффектами  [1–5]. В  частности, боль-
шое внимание привлекают пептиды на осно-
ве адренокортикотропного гормона  (АКТГ) для 

создания нейропротективных препаратов  [6–9]. 
Известно, что α-меланоцитстимулирующий гор-
мон (α-МСГ), аминокислотная последовательность 
которого соответствует последовательности фраг-
мента АКТГ  (1–13), оказывает выраженное про-
тивовоспалительное, нейрогенное и нейропро-
текторное действие на моделях ишемического 
инсульта  [10,  11]. На  основе фрагментов АКТГ 
удалось создать пептиды полностью свободные 
от гормональной активности. Так, синтетический 
пептид АКТГ(4–7)PGP (Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro), 

mailto:filippenkov-ib.img@yandex.ru
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известный как семакс, уже применяется для ле-
чения широкого круга патологических и стрес-
совых состояний, включая острый ишемический 
инсульт, в качестве нейропротекторного препара-
та, обладающего терапевтическим эффектом без 
развития лекарственной зависимости или син-
дрома отмены  [12]. Семакс способен проходить 
через гематоэнцефалический барьер, в том числе 
при внутривенном введении  [13]. Использование 
С-концевого трипептида Pro-Gly-Pro (PGP) в струк-
туре семакса увеличивает продолжительность его 
действия по сравнению с исходным фрагментом 
АКТГ(4–7). Семакс оказывает ноотропное действие, 
стимулируя процессы обучения, внимания и фор-
мирования памяти  [14]. Кроме того, семакс был 
успешно использован при лечении сосудистых, 
токсико-аллергических и воспалительных забо-
леваний зрительного нерва параллельно с основ-
ной нейротрофической и противовоспалительной 
терапией  [15]. Аналог семакса, синтетический 
пептид АКТГ(6–9)PGP (His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-Pro), 
также обладает ноотропными эффектами, в осо-
бенности влияя на процессы обучения  [16–18]. 
Более того, этот пептид повышал жизнеспособ-
ность культивируемых корковых нейронов  [18] и 
защищал клетки линии SH-SY5Y от пероксидной 
и цианидной цитотоксичности  [19]. В  настоящее 
время АКТГ(6–9)PGP проходит доклинические ис-
пытания и, на наш взгляд, имеет большие пер-
спективы клинического использования.

В последние годы транскриптомика стала эф-
фективным подходом для изучения механизмов 
патологических процессов при различных забо-
леваниях и поиска молекулярных мишеней для 
их медикаментозного лечения. Полногеномные 
методы анализа транскриптома, включая мик-
рочипы и высокопроизводительное секвенирова-
ние РНК (RNA-Seq), дают сведения об экспрессии 
отдельных генов и позволяют идентифицировать 
сигнальные пути, нарушение которых приводит 
к развитию многих заболеваний. Существует 
множество примеров использования транскрип-
томного анализа для изучения механизмов дей-
ствия ряда пептидов, в том числе орексина-А  [20], 
VR-10  [21], семаглутида  [22], имеющих значение 
для медицины. Нами ранее с помощью полно-
геномного анализа также было изучено влияние 
семакса на транскриптом мозга крыс в условиях 
моделей церебральной ишемии  [23–25]. В  одном 

из последних исследований мы изучили влия-
ние двух АКТГ-подобных пептидов  – семакса и 
АКТГ(6–9)PGP – на транскриптом мозга через 4,5  ч 
после обратимой окклюзии правой средней моз-
говой артерии (tMCAO) у крыс [26]. Данные пепти-
ды представляют собой гибриды фрагментов АКТГ 
и глипролина Pro-Gly-Pro. В  их структуру входи-
ли перекрывающиеся участки аминокислотной 
последовательности  (рис.  1,  а). Для анализа нами 
был выбран участок фронтальной коры, который 
содержал как здоровую ткань, так и способные 
к восстановлению клетки пенумбры  (рис.  1,  б). 
Мы показали, что как семакс, так и АКТГ(6–9)
PGP могут частично предотвращать изменения в 
профилях экспрессии генов нейросигнализации 
и иммунной системы, нарушенных действием 
ишемии через 4,5  ч после  tMCAO. При этом было 
выявлено и различное действие пептидов в отно-
шении преимущественно генов иммунной систе-
мы [26]. Таким образом, в результате проделанной 
работы мы выявили сходство и различие эффек-
тов АКТГ-подобных пептидов на транскриптом в 
ранние часы после экспериментальной ишемии 
в зависимости от их структуры.

В настоящем исследовании впервые была 
поставлена цель изучить влияние родственных 
АКТГ-подобных пептидов на транскриптом клеток 
фронтальной коры мозга крыс в условиях физио-
логической нормы, в том числе для понимания 
рисков их использования. С  помощью RNA-Seq 
мы проанализировали изменения профиля экс-
прессии генов участка фронтальной коры крыс 
после трехкратного внутрибрюшинного введе-
ния семакса и АКТГ(6–9)PGP. Был выявлен общий 
эффект снижения экспрессии генов иммунной 
системы под действием семакса и АКТГ(6-9)PGP 
в участке фронтальной коры у крыс, что может 
лежать в основе иммуномодулирующего и нейро-
протективного эффектов данных пептидов. Также 
были выяснены специфические эффекты для каж-
дого из пептидов на транскриптом, прежде всего, 
относящиеся к активности генов систем нейро-
сигнализации и регуляции ионных каналов. 
Спрогнозирована генная сеть, иллюстрирующая 
вовлеченность метаболических систем клетки 
в проявление влияния АКТГ-подобных пептидов 
на клетки мозга. Таким образом, полученные 
данные показывают, как различия в структуре 
родственных пептидов связаны с молекулярно-

Принятые сокращения: ДЭГ – дифференциально экспрессируемые гены; КП1–КП4 – кластеры путей, харак-
теризующих эффекты пептидов; Gapdh – ген глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы; NA – «норма + АКТГ(6–9)
PGP»; NS – «норма + семакс»; NV – «норма + физраствор»; Padj  – значение вероятности p, скорректированное 
с поправкой Бенджамини–Хохберга; PGP  – Pro-Gly-Pro; pMCAO  – необратимая окклюзия средней мозговой 
артерии; RIN  – показатель целостности РНК (RNA integrity number); RNA-Seq  – высокопроизводительное сек-
венирование РНК; Rpl3  – ген 60S-рибосомного белка  L3; tMCAO  – обратимая окклюзия средней мозговой 
артерии; АКТГ – адренокортикотропный гормон; АКТГ(4–7)PGP – Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro, семакс; АКТГ(6–9)
PGP  – His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-Pro.
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Рис. 1. Структура пептидов АКТГ(4–7)PGP (семакс) и АКТГ(6–9)PGP (а). Схематическое изображение среза моз-
га крысы с указанием штриховкой локализации участка лобной коры, взятого для секвенирования РНК  (б). 
Схема исследования  (в)

генетическими механизмами их действия в мозге 
в нормальных физиологических условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Белых 2-месячных самцов крыс 
Wistar массой 200–250  г содержали при 12-часо-
вом цикле смены дня и ночи при температуре 
22–24  °C со свободным доступом к пище и воде. 
Животные были случайным образом разделены 
на три группы: «норма  +  физраствор»  (NV); «нор-
ма  +  семакс»  (NS); «норма  +  АКТГ(6–9)PGP»  (NA). 
Каждая группа включала по  5  животных. Схема 
исследования представлена  на  рис.  1,  в.

Пептиды и их введение. АКТГ(4–7)PGP (Met-
Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro, семакс) и АКТГ(6–9)PGP 
(His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-Pro) были синтезированы 
в Лаборатории молекулярной фармакологии пеп-
тидов НИЦ «Курчатовский институт».

Все животные получали трехразовые внут-
рибрюшинные инъекции пептидов (100  мкг на 
1  кг  массы животного) или физиологического 
раствора с интервалами в 1  ч и  4  ч. Объем разо-
вой инъекции составлял 100  мкл на 100  г  массы 

животного. Физиологический раствор вводили в 
эквивалентном объеме в соответствующие сроки. 
Время, дозировка и способ введения пептидов 
были выбраны на основе предыдущих исследова-
ний  [23–25, 27–30]. Животных выводили из экспе-
римента методом декапитации через 22,5  ч после 
первой инъекции.

Получение ткани. Из  мозга крыс была из-
влечена область фронтальной коры (участок 
(+2)–(+5)  мм от брегмы), соответствующая обла-
сти, содержащей жизнеспособные клетки и клет-
ки с ишемическим повреждением у животных, 
подвергнутых  tMCAO, как описано ранее  [26]. 
На рис. 1, б показано схематическое изображение 
среза мозга с указанием локализации участка лоб-
ной коры, взятого для секвенирования РНК. Образ-
цы данной ткани помещали в раствор RNAlater 
на  24  ч при 0  °С, а затем хранили при  –70  °С.

Получение РНК. Из полученных образцов 
участка фронтальной коры крыс была выделе-
на тотальная РНК при помощи реагента Trizol 
(«Invitrogen» и «Thermo Fisher Scientific», США), 
согласно рекомендации производителя. Выде-
ленную РНК обрабатывали ДНКазой  1 («Thermo 
Fisher Scientific») в присутствии ингибитора 
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Таблица 1. Характеристика праймеров для ПЦР в реальном времени

Ген Последовательность праймеров (5′–3′):  
прямой (F), обратный (R) RefSeq Длина 

(п.н.) E  ±  SE

Rt1-Da F: AGATGCCAATGTGATTCCAGAGGT
R: ACAAACAACCCGAGAACA NM_001008847 360 1,93 ± 0,03

Rt1-Db1 F: TCTGCTCTGTGAGTGACTTCTA
R: GAAGGTCCAGTCTCCATTT NM_001008884 119 2,07 ± 0,06

Rt1-Ba F: TGTGGAGGTCAAGACGACATT
R: AAAGCAGATGAGGGTGTT NM_001008831 344 1,92 ± 0,03

Cxcl13 F: TCTACTGGCCATCTGCCTCC
R: TAATACTTCTGCTTCGGACAAAT NM_001017496 257 1,99 ± 0,05

Cxcl9 F: AGTCCGTTGCTCTATTCCTCA
R: TCTTTTGCTTTTTCTTTTGGCT NM_145672 294 2,03 ± 0,11

Fos F: TGAAGAGGAAGAGAAACGGAGA
R: ACTCTGGGGTGGTAGCCTCA NM_022197.2 302 1,89 ± 0

Drd1 F: CATAGAGACGGTGAGCATTA
R: TGTGTGTGACAGGTTGGAT NM_012546 251 1,96 ± 0

Drd2 F: CCAGGATTGCCAAGTTCTT
R: TTGACGGCACTGTTGACATA NM_012547 262 1,95 ± 0

Gapdh F: ACTCTACCCACGGCAAGTTCAACG
R: GTAGACTCCACGACATACTCAGCAC NM_017008.4 148 2,01 ± 0,03

Rpl3 F: ATGGGTCCTTGGGCTTCTTG
R: CACAATACCCACAACCACCA NM_198753.2 239 1,90 ± 0,03

Примечание. E ± SE – эффективность ПЦР ± стандартная ошибка среднего; RefSeq – идентификатор референс-
ной нуклеотидной последовательности  мРНК; п.н.  – пары нуклеотидов.

РНКаз RiboLock RNase Inhibitor («Thermo Fisher 
Scientific») в соответствии с рекомендациями про-
изводителя. Качество и количество выделенной 
тотальной РНК проверяли на приборе BioAnalyser 
с помощью RNA 6000 Nano Kit («Agilent», США). По-
казатель целостности РНК (RNA integrity number, 
RIN) был не  менее  9.

Полногеномное секвенирование РНК (RNA-
Seq). Фракцию полиА  РНК получали из тоталь-
ной РНК при помощи олигоТ магнитных шариков 
Dynabeads® mRNA Purification Kit («Ambion», США). 
Далее, из полиА РНК были приготовлены библио-
теки для массового параллельного секвенирова-
ния при помощи набора NEBNext® mRNA Library 
Prep Reagent Set («NEB», США). Концентрацию 
библиотек определяли при помощи набора Qubit 
dsDNA  HS Assay Kit на приборе Qubit  2.0 («Thermo 
Fisher Scientific»). Распределение длин фрагмен-
тов библиотеки проводили при помощи набора 
Agilent High Sensitivity DNA Kit («Agilent»). RNA-Seq 
проводили на приборе HiSeq1500 («Illumina», США) 
с генерацией не менее 10  млн коротких чтений  
длиной 1  ×  50  нуклеотидов. Для RNA-Seq каж-
дая группа (NV, NS и  NA) включала по 3  живот-
ных  (рис.  1,  в).

Обработка результатов RNA-Seq. Для карти-
рования и подсчета количества прочтений были 
использованы программы Tophat и Cufflinks. Уро-
вень экспрессии генов рассчитывался как число 
фрагментов на килобазу, отнесенное на миллион 
прочтений (fragments per kilobase per million reads, 
FPKM) с использованием программы Cuffdiff. Диф-
ференциально экспрессированными генами (ДЭГ) 
считались только те гены, которые изменили 
уровень своей экспрессии больше чем в 1,5  раза. 
Значимыми считались различия, имеющие зна-
чение вероятности  p  (t-тест), скорректированное 
с поправкой Бенджамини–Хохберга (Padj)  <  0,05.

Синтез комплементарной ДНК (кДНК). Син-
тез кДНК проводили в 20 мкл реакционной смеси, 
содержащей 5 мкг РНК, с использованием реаген-
тов набора RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kit («Thermo Fisher Scientific, Baltics UAB», Литва) 
в соответствии с инструкциями производите-
ля. Для анализа мРНК использовали праймеры   
Oligo(dT)18.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в ре-
альном времени. Синтезированная кДНК была 
использована в качестве матрицы для ПЦР в 
реальном времени с интеркалирующим красите-
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лем SYBR  Green  I («Евроген», Россия). Праймеры 
были подобраны с помощью Oligo Analyzer Tool 
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) и 
синтезированы компанией «Евроген»  (табл.  1). 
Амплификацию кДНК проводили на приборе 
StepOnePlus™ Real-Time PCR System («Applied 
Biosystems», США), как описано ранее [16]. Каждая 
группа включала по  5  животных  (рис.  1,  в).

Обработка результатов ПЦР в реальном 
времени. Каждый образец кДНК анализировали 
трижды. Из трех повторных измерений было рас-
считано среднее значение порогового цикла  (Ct). 
Уровень мРНК гена глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа (Gapdh) и гена 60S-рибосомного бел-
ка  L3  (Rpl3) был использован для нормализации 
результатов  ПЦР. Одиночные пики на кривых 
плавления свидетельствовали, что при амплифи-
кации с каждой парой используемых праймеров 
синтезировался единственный продукт  ПЦР. Рас-
четы были проведены с использованием Relative 
Expression Software Tool (REST) 2005 software  [31]. 
Для оценки содержания исследуемых мРНК отно-
сительно мРНК генов сравнения была использо-
вана формула:

ECt(ref )  /  ECt(tar),	 (1)

где E  – эффективность ПЦР-реакции; Ct(tar)  – 
средняя величина порогового цикла амплифи-
кации  (Ct) для исследуемых РНК; ECt(ref)  – среднее 
геометрическое ECt для мРНК генов сравнения 
(Gapdh  и  Rpl3).

Эффективности ПЦР оценивали с использо-
ванием амплификации серии стандартных раз-
ведений  кДНК. Значения эффективностей для 
всех реакций ПЦР находились в пределах 1,89–
2,07  (табл.  1). При сравнении групп данных ме-
жду собой статистически значимыми считались 
различия со значением вероятности р < 0,05 (two-
sided Pair-Wise Fixed Reallocation Randomization 
Test). Дополнительную обработку данных про-
водили при помощи программы Microsoft Excel.

Анализ функциональных аннотаций генов. 
Программы для аннотации, визуализации и инте-
грированного обнаружения (DAVID  v2021)  [32] и 
для анализа обогащения наборов генов (GSEA) [33] 
использовались при аннотировании функций ДЭГ. 
При сравнении групп данных статистически 
значимые различия учитывали с вероятностью 
Рadj  <  0,05 (с поправкой Бенджамини–Хохберга 
в  DAVID  v2021 и  FDR  –  в  GSEA).

Иерархический кластерный анализ. Иерар-
хический кластерный анализ  ДЭГ проводился 
с  использованием Heatmapper  [34].

Генные сети. Программное обеспечение 
Cytoscape  3.9.2 использовалось для визуализации 
регуляторной сети  [35].

Другие расчеты и построения, включая 
графики «Volcano-plot», были построены с по-
мощью Microsoft Excel (Microsoft Office  2010, 
Microsoft,  США).

Доступность данных и материалов. Дан-
ные RNA-Seq были депонированы в базу дан-
ных Sequence Read Archive под кодом доступа 
PRJNA1086759 (https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/
object/PRJNA1086759?reviewer=fbc3pamv9qhevsbek8
nug5oh75).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

RNA-Seq-анализ влияния АКТГ-подобных 
пептидов на транскриптом участка фронтальной 
коры крыс. В результате RNA-Seq были получены 
данные об изменении уровня мРНК под действием 
семакса и АКТГ(6–9)PGP для 17  367  генов крысы. 
Графики «volcano-plot» иллюстрируют различия в 
экспрессии мРНК между группами NS относитель-
но  (vs.) NV  (рис.  2,  а) и NА  vs.  NV  (рис.  2,  б). Мы 
обнаружили 258  ДЭГ (кратность  >  1,5; Padj  <  0,05) 
под действием семакса в группе NS vs. NV. Из них 
105  генов  (Lefty2, Bc1, Psma8, Erbb4, Kcnh5 и  др.) 
повысили уровень экспрессии и 153  гена пони-
зили его  (Cyp4a8, Nphs1, Prlr, Trim31, Cd247 и  др.). 
Величины дифференциальной экспрессии пере-
численных генов представлены на рис.  2,  в. Также 
мы обнаружили 228  ДЭГ под действием АКТГ(6-9)
PGP в группе  NA  vs.  NV. Из  них 44  гена, в том 
числе Lefty2, Bc1, Psma8, Morf4l1, Cdc6, повысили 
уровень экспрессии и 184  гена, включая Mis18a, 
Plac8, Nphs1, Prlr, Cd247, понизили его. Величины 
дифференциальной экспрессии перечисленных 
выше генов представлены  на  рис.  2,  г.

Для проверки результатов RNA-Seq на рас-
ширенной выборке животных мы использовали 
ПЦР в реальном времени. В  анализ были взяты 
гены, изменившие экспрессию в соответствии с 
критерием отбора Padj  <  0,05 (Cxcl9, Cxcl13, Rt1-Ba, 
Rt1-Da, Rt1-Db1) и p  <  0,05 (Fos, Drd1, Drd2) в срав-
нении NS  vs.  NV. Результаты ПЦР в реальном 
времени адекватно соответствовали результатам 
RNA-Seq и проиллюстрированы на  рис.  П1 в  При-
ложении  1.

Cравнение результатов RNA-Seq в экспери-
ментах с введением семакса и АКТГ(6–9)PGP 
крысам. На  следующем этапе нами было прове-
дено сравнение спектров  ДЭГ, изменивших уро-
вень мРНК под действием семакса (NS  vs.  NV) и 
АКТГ(6–9)PGP (NA  vs.  NV) в участке фронтальной 
коры крыс. На рис.  3, а в форме диаграммы Венна 
показан 161 ДЭГ, обнаруженные в обоих сравнени-
ях. Все гены сонаправлено изменили уровень как 
в ответ на семакс, так и АКТГ(6–9)PGP в участке 
фронтальной коры крыс. На  диаграммах Венна  

https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRJNA1086759?reviewer=fbc3pamv9qhevsbek8nug5oh75
https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRJNA1086759?reviewer=fbc3pamv9qhevsbek8nug5oh75
https://dataview.ncbi.nlm.nih.gov/object/PRJNA1086759?reviewer=fbc3pamv9qhevsbek8nug5oh75
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Рис. 2. RNA-Seq-анализ влияния семакса и АКТГ(6–9)PGP на транскриптом участка фронтальной коры крыс. 
Графики «volcano-plot» иллюстрируют различия в экспрессии мРНК между группами «норма + семакс»  (NS) 
и «норма + физраствор» (NV) (а), а также «норма + АКТГ(6–9)PGP» (NA) и «норма + физраствор» (NV) (б). Пред-
ставлено по 10 ДЭГ, которые продемонстрировали наибольшее кратное изменение экспрессии в сравнениях 
NS  vs.  NV  (в) и  NA  vs.  NV  (г). В  каждую группу сравнения входило по 3  животных. Данные представлены 
как среднее  ±  стандартная ошибка среднего

показаны ДЭГ, только повысившие  (рис.  3,  б) и 
только понизившие  (рис.  3, в) уровень мРНК в из-
учаемых группах сравнения. Так, в числе повысив-
ших экспрессию ДЭГ в обеих группах сравнения 
с максимальной кратностью изменений выявле-
ны, в частности, гены Lefty2, Bc1, Psma8, Morf4l1, 
Slc1a2, а в числе понизивших экспрессию – Cd247, 
Prlr, Nphs1, Plac8, Mx2  (рис.  3,  г).

Были выявлены также гены, которые изме-
нили экспрессию в ответ на введение только од-
ного из пептидов. Для семакса было 97  таких ге-
нов  (рис.  3,  а), в первые 10 генов с максимальной 
кратностью изменений вошли гены Erbb4, Kcnh5, 
Lnpep, Fzd3, Cacna1e из числа повысивших и Nek8, 
Sla, Fos, Klhl14, Gzmb из числа понизивших экс-
прессию в NS vs. NV (рис.  3,  д). Для АКТГ(6–9)PGP – 
67  генов, которые были в числе изменивших экс-
прессию в сравнении NA  vs.  NV, но не входили в 
число ДЭГ в сравнении NS vs. NV (рис. 3, а). Среди 
них гены Nr4a2, Etaa1, Strn3, Cnr2, Ifit2, Eif4ebp3, 

Trh, Eya2, Cd68, Ifi35 были в числе первых 10  ге-
нов с максимальной кратностью изменений экс-
прессии в NA  vs.  NV  (рис.  3,  е).

Cравнение результатов RNA-Seq в экспери-
ментах с введением АКТГ(6–9)PGP крысам отно-
сительно действия семакса. В условиях экспери-
мента в участке фронтальной коры крыс после 
введения АКТГ(6–9)PGP по сравнению с группой 
животных, получавшей семакс (NA  vs.  NS), мы 
выявили 36  ДЭГ (3  повысивших и 33  снизивших 
экспрессию). График «volcano plot» иллюстрирует 
различия в экспрессии мРНК между группами 
NA и NS (рис.  4.  а). Отдельно 10 генов (Cacng8, Fos, 
Arc, Slc1a2, Lmbrd2, Fzd3, Slc9a7, Kcnh5, Lnpep, Erbb4) 
с максимальной кратностью изменений экспрес-
сии в сравнении NA  vs.  NS показаны на  рис.  4,  б.

Величины дифференциальной экспрессии 
всех ДЭГ, выявленных при действии изучаемых 
пептидов в NS vs. NV, NA vs. NV и NA vs. NS, пред-
ставлены в табл.  П1 в  Приложении  2. Результаты 
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Рис. 3. Сравнение результатов RNA-Seq в экспериментах с введением семакса и АКТГ(6–9)PGP. Диаграммы 
Венна  (а–в) иллюстрируют результаты, полученные для двух попарных сравнений «норма  +  семакс»  (NS) 
vs. «норма + физраствор» (NV) и «норма + АКТГ(6–9)PGP» (NA) vs. «норма + физраствор» (NV): для всех ДЭГ (а), 
только для повысивших экспрессию  (б) и только для понизивших экспрессию  (в). Числа в пересечении 
различных наборов генов на диаграмме Венна указывают количество ДЭГ (кратность  >  1,5; Padj  <  0,05) по 
данным RNA-Seq. Показаны величины относительной экспрессии для 10 генов из каждого сегмента на диа-
грамме Венна (панель  а): гены с наибольшим кратным изменением экспрессии в NS  vs.  NV и лежат в пре-
делах пересечения наборов ДЭГ  (г); ДЭГ с наибольшим кратным изменением экспрессии в NS  vs.  NV, но не 
являющиеся ДЭГ в NA  vs.  NV  (д); ДЭГ с наибольшим кратным изменением экспрессии в NA  vs.  NV, но не 
являющиеся ДЭГ в NS  vs.  NV  (е). Данные представлены как среднее  ±  стандартная ошибка среднего

Рис.  4. Сравнение результатов RNA-Seq в экспериментах с введением АКТГ(6–9)PGP относительно дей-
ствия семакса. График «volcano-plot» иллюстрирует различия в экспрессии мРНК между группами «нор-
ма  +  АКТГ(6–9)PGP»  (NA) и «норма  +  семакс»  (NS)  (а). Представлены 10  генов, которые продемонстрировали 
наибольшее кратное изменение экспрессии в сравнении NA  vs.  NS (кратность  >  1,5; Padj  <  0,05) по  дан-
ным  RNA-Seq  (б)

иерархического кластерного анализа этих генов 
проиллюстрированы на рис.  П2 в Приложении  1, 
выражая как общие, так и специфические черты 
действия каждого из пептидов на транскриптом 
участка фронтальной коры крыс.

Функциональные аннотации ДЭГ, связан-
ных с влиянием АКТГ-подобных пептидов. Спис-
ки ДЭГ, полученные на предыдущем этапе, были 
обработаны нами в программе анализа функцио-
нального обогащения DAVID  v2021. Было  выяв-
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Рис.  5. Сигнальные пути, связанные с влиянием семакса и АКТГ(6–9)PGP на транскриптом участка фрон-
тальной коры крыс. Анализ проводился с помощью программы DAVID v2021. Схематическое сравнение ан-
нотаций  (путей), связанных с ДЭГ, полученных в трех парных сравнениях NS  vs.  NV, NA  vs.  NV и NA  vs.  NS 
в форме диаграммы Венна (а). Количество аннотаций указано цифрами в сегментах диаграммы. Показаны 
сигнальные пути, лежащие в сегментах на диаграмме Венна: общие для сравнений NS vs. NV и NA vs. NV (б), 
а также специфичные для сравнений NS  vs.  NV  (в), NA  vs.  NV  (г) и NA  vs.  NS  (д). На  панелях (б), (в) и  (д) 
показаны все пути, лежащие в соответствующем сегменте на диаграмме Венна, а на панели  (г) – только 5 
из 22  путей с минимальной величиной  Padj (значение  p, скорректированное с использованием процеду-
ры Бенджамини–Хохберга) в NA  vs.  NV. Для каждого пути представлены значения  Padj, а также количе-
ство повысивших и понизивших экспрессию генов в соответствующем попарном сравнении. Для анали-
за были выбраны только  ДЭГ и пути с Padj  <  0,05. В  каждую группу сравнения входило по  3  животных. 
Inflammatory bowel disease – воспалительное заболевание кишечника; NOD-like receptor signaling pathway – 
сигнальный путь NOD-подобного рецептора; Tuberculosis  – туберкулез; Coronavirus disease  – COVID-19 (ко-
ронавирусная болезнь); Influenza  A  – грипп  А; Systemic lupus erythematosus  – системная красная волчанка; 
Antigen processing and presentation  – обработка и презентация антигена; Phagosome  – фагосома; Pertussis  – 
коклюш; Leishmaniasis – лейшманиоз; Complement and coagulation cascades – каскады комплемента и коагу-
ляции; Epstein-Barr virus infection – инфекция вируса Эпштейна–Барр; Immune System – иммунная система; 
Staphylococcus aureus infection  – инфекция золотистого стафилококка; Innate Immune System  – врожденная 
иммунная система); Th17  cell differentiation  – дифференцировка клеток T-хелперов  17; Immunoregulatory 
interactions between a Lymphoid and a non-Lymphoid cell  – иммунорегуляторные взаимодействия между 
лимфоидными и нелимфоидными клетками; Neutrophil degranulation  – дегрануляция нейтрофилов; Viral 
myocarditis  – вирусный миокардит; Herpes simplex virus  1 infection  – инфекция вируса простого герпеса  1; 
Natural killer cell mediated cytotoxicity  – цитотоксичность, опосредованная естественными клетками-кил-
лерами; Neuronal System  – нейронная система

лено 1, 16 и  37  сигнальных путей, аннотирован-
ных в терминах баз данных KEGG PATHWAYS и 
REACTOME PATHWAYS и ассоциированных с ДЭГ в 

группах сравнения NA vs. NS, NS vs. NV и NA vs. NV 
соответственно  (рис.  5,  а). Так, в группе сравне-
ния NS vs. NV наибольшей значимостью обладали 
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Рис.  6. Сети, отражающие общие и специфичные эффекты семакса и АКТГ(6–9)PGP на транскриптом участка 
фронтальной коры крыс. Показаны только гены, которые изменили экспрессию под действием как семакса, 
так и АКТГ(6–9)PGP (NS  vs.  NV и NA  vs.  NV)  (а); только под действием семакса (NS  vs.  NV), но не АКТГ(6–9)
PGP (NA  vs.  NV)  (б); только под действием АКТГ(6–9)PGP (NA  vs.  NV), но не семакса (NS  vs.  NV)  (в); под дей-
ствием АКТГ(6–9)PGP относительно семакса (NA  vs.  NS)  (г). Данные группы генов  (а–г) вовлечены в презен-
тацию КП1–КП4 соответственно. На схемах гены представлены в прямоугольных блоках, окрашенных в со-
ответствии с дифференциальной экспрессией генов в группах сравнения  – NS  vs.  NV  (а  и  б), NA  vs.  NV  (в), 
NA  vs.  NS  (г). Пути обозначены белыми овалами. Линии, соединяющие гены и пути, указывают на участие 
белковых продуктов генов в функционировании пути. Программа DAVID v2021 использовалась для анноти-
рования функций ДЭГ в терминах путей из баз данных KEGG и REACTOME. Сеть была построена с исполь-
зованием Cytoscape  3.9.2

пути, связанные с иммунным и воспалительным 
ответом, включая путь системы комплемента и 
коагуляции (Complement and coagulation cascades). 
В  число наиболее значимых сигнальных путей в 
группе сравнения NA  vs.  NV были системы ком-
племента и коагуляции, врожденная иммунная 
система (Innate Immune System), иммунная систе-
ма (Immune System), также системы, связанные с 
иммунной. Все перечисленные пути были связа-
ны преимущественно с понизившими экспрессию 
ДЭГ как в сравнении NS  vs.  NV, так и в NA  vs.  NV 
и входили в 15  путей, являющихся общими для 
действия обоих пептидов (рис. 5, а и б). Эти пути, 
характеризующие общее влияние семакса и 
АКТГ(6–9)PGP на транскриптом участка фронталь-
ной коры крыс, были обозначены нами как пер-
вый кластер путей  (КП1).

Семакс в группе сравнения NS  vs.  NV был 
связан с модуляцией активности пути клеточ-
ной дифференцировки Т-хелперов  17 (Th17  cell 
differentiation). Этот путь не был выявлен в случае 
АКТГ(6–9)PGP в сравнении NA vs. NV (рис. 5, а и в) 

и был отнесен нами ко второму кластеру пу-
тей  (КП2). Вместе с тем специфичными для дей-
ствия АКТГ(6–9)PGP были 22 пути  (рис. 5, а)  – тре-
тий кластер путей  (КП3). Среди них дегрануляция 
нейтрофилов (Neutrophil degranulation), вирусный 
миокардит (Viral myocarditis) и цитотоксичность, 
опосредованная естественными клетками-килле-
рами (Natural killer cell mediated cytotoxicity) были 
в числе 5  путей с максимальной значимостью 
ассоциации  (рис.  5,  г).

При изучении влияния АКТГ(6–9)PGP в срав-
нении с семаксом (NA vs. NS) была выявлена ассо-
циация ДЭГ с путем нейронной системы (Neuronal 
System), отнесенным нами к четвертому кластеру 
путей  (КП4)  (рис.  5,  а  и  д). Другой инструмент, 
GSEA, который предоставляет информацию об 
обогащении с использованием более мягкого ста-
тистического подхода (FDR, q  <  0,05), в сравнении 
NA  vs.  NS выявил 7  путей, прежде всего, связан-
ных с активностью систем передачи нервного 
импульса  – нейронная система, потенциалзави-
симые калиевые каналы (Voltage gated Potassium 
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channels), передача через химические синапсы 
(Transmission across Chemical Synapses) и другие.

Генные сети, характеризующие общее и 
специфическое влияние АКТГ-подобных пеп-
тидов на транскриптом участка фронтальной 
коры крыс. На  рис.  6 представлены генные сети, 
характеризующие вовлеченность генов в пре-
зентацию сигнальных путей, отнесенных нами 
к кластерам путей, характеризующих эффекты 
пептидов (КП1–КП4) в соответствии с диаграммой 
Венна  (рис  5,  а). В  презентации этих путей уча-
ствовало 98 генов, которые изменили экспрессию 
хотя бы в одной из групп сравнения (NS  vs.  NV, 
NA  vs.  NV, NA  vs.  NS).

КП1 характеризовал общие эффекты семак-
са и АКТГ(6–9)PGP  (рис.  6,  а). В  кластер вошли 
56  генов, которые изменили экспрессию как под 
действием семакса, так и АКТГ(6–9)PGP, причем 
изменение экспрессии этих генов в сравнениях 
NS  vs.  NV и NA  vs.  NV было сонаправлено. Гены 
преимущественно понизили экспрессию под дей-
ствием пептидов  (рис.  6,  а). В  сеть, связанную с 
КП1, вошло большинство генов (Cd247, RT1-Ba, 
RT1-Da, RT1-Db1, Stat1 и  др.), которые кодировали 
белки, участвующие в презентации путей из не-
скольких кластеров. Вместе с тем были и гены, 
связанные только с одним из кластеров путей. 
Из  них было 13  генов (Cfb, F10, Gbp2, Gbp5, Isg15, 
Lat2, Lsp1, Ncf1, Nlrp1a, Prlr, Tlr6, Usp18), которые 
участвовали только в презентации путей из  КП1.

КП2 включал только один путь клеточной 
дифференцировки Т-хелперов  17, отражая специ-
фичные эффекты семакса. В  презентации пути 
участвовало 3  гена (Rxrg, Fos и Rora), из которых 
только ген Rora повысил, а остальные снизили 
экспрессию в NS  vs.  NV, не изменив при этом 
экспрессию в сравнении NА  vs.  NV  (рис.  6,  б). Ген 
Rxrg, кодирующий гамма-рецептор ретиноида  X, 
был к тому же единственным геном, связанным 
с путями только внутри  КП2.

КП3 характеризовал специфичные эффекты 
АКТГ(6–9)PGP  (рис.  6,  в). В  кластер вошли 15  ге-
нов (Psmb11, RT1-A2, Itgb2, RT1-T24-3, Cd37, Ptpn6, 
Tyrobp, Oas2, B2m, Cyba, Ifitm2, C1qc, C1s, Cd68, 
Chit1), которые изменили экспрессию в NA vs. NV, 
но не в NS  vs.  NV (рис.  6,  в). Среди них гены Spn 
и Cd37 участвовали только во взаимодействиях 
внутри  КП3.

КП4 также характеризовал уникальное влия-
ние АКТГ(6–9)PGP при использовании семакса в 
качестве пептида сравнения  (рис.  6,  г). Путь ней-
ронной системы, составляющий  КП4, был ассо-
циирован с 7 генами (Slc1a2, Grin2a, Gabrb2, Kcna2, 
Kcnq3, Kcnh7 и Kcnh5), которые снизили экспрес-
сию в NA  vs.  NS  (рис.  6,  г). Все эти гены (кроме 
Grin2a) были вовлечены только во внутрикластер-
ные взаимодействия  в  КП4.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В работе с помощью RNA-Seq было изучено 
влияние двух синтетических АКТГ-подобных пеп-
тидов – семакса и АКТГ(6–9)PGP – на транскриптом 
участка фронтальной коры мозга крыс через 22,5  ч 
после трехкратного внутрибрюшинного введения. 
Ранее при изучении влияния данных пептидов на 
транскриптом гиппокампа через 6  ч после одно-
кратного внутрибрюшинного введения крысам 
мы не наблюдали значимой дифференциальной 
экспрессии генов  [16]. По  всей видимости, теку-
щий результат выявления более двух сотен  ДЭГ, 
помимо различий, связанных со специфическими 
особенностями гиппокампа и лобной коры, вызван 
как бо́льшим количеством введенных пептидов, 
так и бо́льшим временем, прошедшим после их 
введения. В  настоящем исследовании гены, экс-
прессия которых изменилась в ответ на воздей-
ствие пептидов на интактных животных, были 
кластеризованы по функциональным группам 
метаболических путей. Оба пептида вызывали 
преимущественное снижение экспрессии генов, 
связанных с иммунной системой. Презентацию 
кластера общих эффектов пептидов  (КП1) обеспе-
чивали, прежде всего, гены, кодирующие компо-
ненты главного комплекса гистосовместимости 
и системы комплемента (RT1-Ba, RT1-Da, RT1-Db1, 
RT1-S3, C1qa, C1r, C3). Как известно, нейропептиды 
играют существенную роль в регуляции и моду-
лировании иммунного ответа. Среди них такие 
пептиды, как тахикинины, кальцитонин-ген-свя-
занный пептид, вазоактивный интестинальный 
полипептид, гипофизарный аденилатциклаза-ак-
тивирующий полипептид, урокортин, адреноме-
дуллин, соматостатин, кортистатин, грелин, гала-
нин и опиоидные пептиды, в том числе имеющие 
значение в медицине  [36]. Семакс и АКТГ(6–9)PGP 
характеризуются, прежде всего, как пептиды с 
нейропротективными эффектами в отношении 
событий ишемического инсульта и неврологиче-
ских нарушений  [12,  18]. Ранее мы определили, 
что семакс в мозге крыс модулирует экспрессию 
генов, кодирующих белки иммунного ответа и 
медиаторы воспаления в условиях моделей ише-
мического инсульта – необратимой (pMCAO) и об-
ратимой  (tMCAO) фокальной ишемии  [23, 24,  37]. 
Так, под действием семакса с помощью RNA-Seq 
нами было выявлено подавление экспрессии ге-
нов Il1b, Il6, Tnfa и Cxcl2 через 24 ч после tMCAO в 
подкорковых структурах мозга, содержащих очаг 
повреждения [23, 37]. Также с помощью микрочи-
пов мы выявили снижение экспрессии генов (C2, 
Cd68, RT1-Db1, RT1-Ba, RT1-A1, RT1-CE15) через 3  ч 
после pMCAO в лобной коре поврежденного лево-
го полушария крыс под действием семакса  [24]. 
Как показано нами в настоящем исследовании, 
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многие из перечисленных генов также снижают 
экспрессию под действием семакса в норме. Ин-
тересные результаты были получены нами ранее 
при изучении влияния семакса и АКТГ(6–9)PGP на 
транскриптом участка фронтальной коры через 
4,5 ч после tMCAO у крыс  [26]. Было показано, что 
пептиды влияют на экспрессию генов иммунной 
системы, но каждый со своими особенностями. 
Пептид АКТГ(6–9)PGP преимущественно оказывал 
компенсаторное действие на экспрессию генов 
иммунной системы, предотвращая соответствую-
щее влияние ишемии. В  то же время отмечалось 
гетерогенное влияние семакса на экспрессию 
генов иммунной системы  – на одни гены семакс 
оказывал влияние, противоположное действию 
ишемии, а на другие  – влияние, сонаправленное 
эффекту самой ишемии [26]. При сравнении тран-
скриптомных профилей генов участка фронталь-
ной коры крыс, полученных через 4,5  ч после 
tMCAO, и в настоящем исследовании мы заметили 
только единичные общие гены, модулирование 
активности которых вызывали пептиды как при 
ишемии, так и в норме. Обращают на себя вни-
мание 8 генов (RT1-Ba, RT1-Da, RT1-Db1, Xkr6, Clk2, 
Cd74, C3, Trdn), которые изменили экспрессию под 
действием обоих пептидов как в норме, так и при 
ишемии. Также было обнаружено несколько ге-
нов (Rac2, Doc2g, Prkd3, Pkn3, Dnajb14, Dlx2, Drd2, 
Cdhr1, Calb2 и др.), которые изменили экспрессию 
только при действии одного из пептидов, но как в 
норме, так и при ишемии. При этом общие гены 
преимущественно относятся к группе снизивших 
экспрессию под действием пептидов.

В настоящем исследовании, помимо общего 
эффекта семакса и АКТГ(6–9)PGP, мы выделили 
еще 3  кластера сигнальных путей, отражающих 
специфическое влияние каждого из пептидов. 
Следует отметить, что были найдены гены, ко-
торые участвуют в презентации только путей, 
относящихся к конкретному кластеру и, веро-
ятно, смогут составлять набор транкриптомных 
маркеров эффектов пептидов. Семакс в норме 
влиял на экспрессию генов пути дифференциа-
ции  Th17, который составлял  КП2. Это путь не 
был выявлен в группе с введением АКТГ(6–9)PGP. 
Данный путь определяет процесс контроля воспа-
лительных реакций и пластичности иммунной 
системы [38, 39]. Действие некоторых соединений  
также приводит к модуляции активности данно-
го пути. Было показано, что блокирование обра-
зования клеток  Th17 с помощью введения белка 
B7-H4.Ig эффективно подавляет развитие сахарно-
го диабета у мышей [40]. Кроме того, флувоксамин 
ингибирует поляризацию и функцию  Th1 и  Th17, 
подавляя гликолиз, замедляя аутоиммунное про-
грессирование при диабете 1-го типа [41]. Следует 
отметить, что путь клеточной дифференцировки  

Т-хелперов  17 был также в числе специфичных 
для семакса при изучении его влияния на тран-
скриптом участка фронтальной коры через 4,5  ч 
после tMCAO [26]. В этой связи не исключено, что 
одними из уникальных мишеней действия семак-
са могут быть рецепторы B7-H4, регулирующие 
Т-клеточный иммунитет.

Мы показали, что в норме АКТГ(6–9)PGP ока-
зывал влияние на целый спектр из 22  путей, 
связанных с иммунитетом, на которые семакс 
не влиял. Среди них пути дегрануляции нейтро-
филов, вирусного миокардита, цитотоксичность, 
опосредованная естественными клетками-килле-
рами, формирующие  КП3. Следует отметить, что 
АКТГ(6–9)PGP через 4,5  ч после tMCAO вызывал 
изменения экспрессии генов, связанных с ак-
тивностью только 4  путей  [26]. Кроме того, при 
сравнении группы с введением АКТГ(6–9)PGP с 
группой крыс, получавших инъекцию семакса, 
мы обнаружили 36  генов, которые значительно 
изменили экспрессию. Эти гены были ассоции-
рованы с активностью систем нейросигнализа-
ции, формируя кластер нейронной система (КП4). 
Только  5 из данных генов (Slc1a2, Phc3, Rc3h2, 
Gabrb2, Kcna2) были  ДЭГ также и через 4,5  ч по-
сле tMCAO в соответствующей группе сравнения, 
причем сонаправлено снизив экспрессию в обоих 
случаях. Влияние пептидов, в том числе синтети-
ческого происхождения, на активность системы 
нейросигнализации показано во многочислен-
ных исследованиях  [42–48]. Так, пептиды R1-Pep 
и PP2A-Pep ингибируют взаимодействие рецеп-
торов γ-аминомасляной кислоты с ферментами, 
участвующими в их фосфорилировании  [42,  43]. 
Нами было показано, что в подкорковых структу-
рах мозга через 24  ч после tMCAO семакс активи-
рует экспрессию генов Cplx2, Chrm1, Gabra5, Gria3, 
Neurod6, Ptk2b, связанных с передачей нервного 
импульса [23, 49]. Такой эффект семакса мог быть 
связан с PGP-фрагментом на его С-конце, так как 
в соответствующем эксперименте сам пептид PGP 
значимо повышал экспрессию гена  Gabra5 и при 
этом не вызывал значимых изменений экспрес-
сии генов кластера нейросигнализации относи-
тельно действия семакса [49]. В настоящей работе 
мы показали различную реакцию генов нейросиг-
нализации на введение пептидов, отличающихся 
последовательностью АКТГ-фрагмента. В  част-
ности, АКТГ(4–5) (Met-Glu) присутствовал только 
в семаксе, а АКТГ(8–9) (Arg-Trp) присутствовал 
только в пептиде АКТГ(6–9)PGP. Поэтому проявле-
ние специфичных для семакса и АКТГ(6–9)PGP 
эффектов, как в норме, так и в условиях ишемии, 
может быть обусловлено уникальными последо-
вательностями из АКГТ в их структурах.

Вопрос о том, как именно семакс и АКТГ(6–9)
PGP передают свой эффект на уровень геномной 

http://B7-H4.Ig
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активности остается во многом не решенным. 
Рассматривают модель, в которой пептиды или 
их метаболиты взаимодействуют с аллостери-
ческими сайтами на мембранных рецепторах и 
обеспечивают передачу сигнала в ядро по системе 
сигнальных путей, влияя на экспрессию тех или 
иных генов  [50,  51]. Изучение влияния пептидов 
на экспрессию генов на уровне мРНК дает лишь 
часть сведений об их молекулярно-генетических 
эффектах. Важным является изучение роли неко-
дирующих РНК (микроРНК, длинных некодиру-
ющих РНК, циклических РНК), а также белков, 
обеспечивающих процессы регуляции экспрессии 
генов. Мы полагаем, что дальнейший интегратив-
ный молекулярно-генетический и протеомный 
функциональный анализ в клетках мозга позво-
лит установить регуляторные аспекты, опреде-
ляющие активность пептидов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании впервые изуче-
но влияние двух нейропептидов, производных 
АКТГ, – семакса и АКТГ(6–9)PGP, отличающихся де-
талями структуры, на транскриптом клеток мозга 
у интактных животных. В  результате были выяв-
лены гены и метаболические системы, которые 
характеризуют как общие, так и специфические 
эффекты пептидов. Полученные результаты спо-
собствуют выяснению зависимости нейропротек-
тивных эффектов АКТГ-подобных пептидов от их 
структуры и должны учитываться при изучении 
их влияния при патологии.
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CHANGES OF TRANSCRIPTOMIC ACTIVITY IN RAT  
BRAIN CELLS UNDER THE INFLUENCE OF SYNTHETIC  
ADRENOCORTICOTROPIC HORMONE-LIKE PEPTIDES

I. B. Filippenkov1*, N. Y. Glazova1,2, E. A. Sebentsova1,2, V. V. Stavchansky1,  
L. A. Andreeva1, N. F. Myasoedov1, N. G. Levitskaya1,2,  
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Synthetic peptides have a wide range of clinical effects. Of particular interest are peptides based 
on adrenocorticotropic hormone (ACTH) both as already used and as potential drugs for preventing 
the consequences of cerebral ischemia. However, it is necessary to study the peptide influence on 
brain cells under normal physiological conditions, including understanding the risks of their use. 
Here,  we  used high-throughput RNA sequencing (RNA-Seq) to identify differentially expressed genes 
(DEGs) in the frontal cortex of rats receiving intraperitoneal administration of ACTH-like peptides 
ACTH(4-7)PGP (Semax) and ACTH(6–9)PGP or saline. We identified 258 and 228 DEGs, respectively, 
with a threshold of >  1.5 and Padj  <  0.05 at 22.5 hours after the first administration of Semax and 
ACTH(6-9)PGP. Metabolic pathways, characterizing both the general and specific effects of peptides 
on the transcriptome were identified. Both peptides predominantly caused a decrease in the expres-
sion of genes associated with the immune system. At the same time, when comparing the effects of 
ACTH(6-9)PGP relative to Semax, DEGs were identified that characterized the main differences in the 
effects of the peptides. These genes were mostly downregulated and associated with neurosignal-
ing systems and regulation of ion channels and characterized differences in the effects of peptides.  
Our data show how differences in the structure of ACTH derivatives are associated with changes in 
the brain cell transcriptome following exposure to these related peptides. Furthermore, our results 
evident that when studying the influence of regulatory peptides on the transcriptome in pathological 
conditions, it is necessary to take into account their actions under normal physiological conditions.
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