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РЕЗИСТОМ Streptomyces rimosus – РЕЗЕРВУАР ГЕНОВ УСТОЙЧИВОСТИ 
К АМИНОГЛИКОЗИДНЫМ АНТИБИОТИКАМ
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Изучение аминогликозидацетилтрансфераз у актинобактерий рода Streptomyces является составной 
частью исследования почвенных бактерий как основного резервуара и возможного источника генов 
лекарственной устойчивости. Ранее нами в штамме Streptomyces rimosus subsp. rimosus ATCC 10970 
(продуценте окситетрациклина), устойчивом к большинству природных аминогликозидных анти-
биотиков (АГ), были идентифицированы и биохимически охарактеризованы 3 аминогликозидфос-
фотрансферазы, которые обусловливают устойчивость к канамицину, неомицину, паромомицину, 
стрептомицину и гигромицину В. В  представленной работе было показано, что устойчивость к 
остальным АГ у данного штамма связана с наличием фермента аминогликозидацетилтрансферазы, 
относящейся к подсемейству AAC(2′). Индуцирование экспрессии гена, обозначенного нами как 
aac(2′)-If, в клетках Escherichia coli определяет устойчивость к широкому спектру природных  АГ 
(неомицину, гентамицину, тобрамицину, сизомицину и паромомицину) и к повышению мини-
мальных ингибирующих концентраций данных антибиотиков.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: множественная лекарственная устойчивость, Streptomyces rimosus, аминогликозид-
ацетилтрансферазы, МИК аминогликозидных антибиотиков.

DOI: 10.31857/S0320972523060015, EDN: EDCRBD

Принятые сокращения: АГ – аминогликозидные антибиотики; МИК – минимальная ингибирующая концентрация; 
ААС – аминогликозидацетилтрансферазы; APH – аминогликозидфосфотрансферазы.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Устойчивость к антибиотикам является 
одной из самых больших проблем в совре-
менной медицине и глобальной угрозой для 
здравоохранения, обусловленных катастрофи-
ческим распространением клинических штам-
мов бактерий с множественной лекарственной 
устойчивостью. Окружающая среда является 
крупнейшим источником и резервуаром рези-
стентности  – почвенные, водные, атмосфер-
ные, связанные с животными и искусственные 
экосистемы содержат элементы устойчивости 
к антибиотикам  [1, 2]. Возможность передачи 
генетических элементов устойчивости между 
бактериями в смешанных популяциях при-
водит к увеличению горизонтального пере-
носа, появлению и селекции устойчивых форм 
бактерий. Гены устойчивости к антибиотикам 
гипотетически берут начало в бактериях, отно-

сящихся к роду Streptomyces, которые являются 
продуцентами широкого спектра антибиоти-
ков и значительным резервуаром генов устой-
чивости к антибиотикам в почвах [3, 4].

Множественная лекарственная устойчи-
вость к аминогликозидным антибиотикам (АГ) 
обусловлена наличием в геномах бактерий 
модифицирующих ферментов, относящихся к 
трем подклассам: аминогликозидфосфотранс-
феразам (APH), аминогликозид-3-N-ацетил-
трансферазам (AAC) и аминогликозиднуклео-
тидилтрансферазам (АНТ). Индуцирование 
синтеза ферментов, модифицирующих ами-
ногликозиды, представляет собой стратегию 
выживания устойчивых к антибиотикам бак-
терий [4, 5]. Ферменты APH и AAC идентифи-
цированы и охарактеризованы в основном у 
штаммов-продуцентов аминогликозидов, таких 
как Streptomyces griseus (продуцент стрептоми-
цина), Streptomyces kanamyceticus (продуцент 
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канамицина), Streptomyces fradiae (продуцент 
неомицина). Данные штаммы устойчивы и к 
другим АГ, продуцентами которых они не явля-
ются. Также было показано широкое распро-
странение множественной устойчивости к АГ 
у АГ-непродуцирующих актиномицетов [6, 7].

В то же время первичный биоинформа-
тический анализ показал, что гены, анноти-
рованные как aph и  aac, широко представ-
лены во многих геномах актинобактерий рода 
Streptomyces. При этом ферменты, обусловли-
вающие устойчивость к  АГ, в настоящее вре-
мя мало изучены – некоторые из них связаны 
с устойчивостью к антибиотикам, остальные 
имеют другие функции, в том числе могут уча-
ствовать в коммуникациях с другими почвен-
ными организмами. Поэтому важной задачей 
является выявление и характеристика новых 
ферментов, участвующих в устойчивости к ами-
ногликозидным антибиотикам [6, 8].

Ранее было установлено, что штамм Strepto-
myces rimosus subsp. rimosus АТСС 10970 (проду-
цент окситетрациклина) обладает устойчиво-
стью к большинству природных АГ. В штамме 
S.  rimosus ATCC  10970 нами были идентифи-
цированы и биохимически охарактеризованы 
аминогликозидфосфотрансферазы: APH(3′)-VIII, 
APH(3′′)-Id и AphSR2, обусловливающие устой-
чивость к канамицину, неомицину, паромоми-
цину, стрептомицину и гигромицину В. Получе-
ны пространственные структуры APH(3′)-VIII 
и APH(3′′)-Id (в  апоформе и в комплексе со 
стрептомицином и ADP) [9–13].

В настоящей работе проводилась иденти-
фикация в геноме S.  rimosus ATCC 10970 ами-
ногликозидацетилтрансфераз, которые потен-
циально могут обусловливать устойчивость 
штамма к  АГ. Мы идентифицировали фер-
мент, относящийся к описанному ранее под-
семейству, обозначенный нами как AAC(2′)-If. 
При клонировании гена, кодирующего дан-
ный фермент, в клетках Escherichia coli уста-
новлено, что он определяет устойчивость 
к широкому спектру природных  АГ; были 
определены минимальные ингибирующие 
концентрации  (МИК) аминогликозидных 
антибиотиков для клеток E. coli, экспрессиру-
ющих aac(2′)-If.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы, векторы, среды 
и условия культивирования. В  работе исполь-
зовали штаммы: S.  rimosus  subsp. rimosus 
ATCC  10970  [14], E.  coli DH5a (F−, Ф  80 
ΔlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF), U169) («Promega», 

США)  [15], E.  coli BL21(DE3) (F−, dcm, ompT, 
hsdS(rB

−mB
−), gal  λ  (DE3)) («Novagen», США) 

[16] и E. coli NiCo21(DE3) (can::CBD fhuA2 [lon] 
ompT gal  (λ  DE3) [dcm] arnA::CBD slyD::CBD 
glmS6Ala ΔhsdS λ DE3  =  λ sBamHIo ΔEcoRI-B 
int:: i21 Δnin5) («New England Biolabs», США) [17]. 
Для клонирования использовали экспрессион-
ные векторы pET16b и pET32a («Novagen») [16], 
содержащие His-Tag в N-концевой области для 
выделения и очистки рекомбинантных белков.

Штамм S. rimosus ATCC 10970 выращивали 
на жидкой среде YEME, содержащей 25%  са-
харозы  [18]. Для выращивания клеток E.  coli 
использовали среду Лурия  (L-бульон), твер-
дые среды содержали 2%  (w/v) агара  [19]. Для 
обеспечения селективного роста клеток, со-
держащих плазмиды, добавляли ампициллин 
(100 мкг/мл).

Манипуляции с ДНК. Геномную ДНК штам-
ма S.  rimosus ATCC  10970 выделяли методом, 
изложенным в руководстве Kieser  et  al.  [18]. 
Выделение плазмидной ДНК, получение ком-
петентных клеток E.  coli, трансформацию и 
анализ рекомбинантных плазмид проводили 
стандартными методами  [19]. Фрагмент ДНК, 
кодирующий AAC(2′)-If S.  rimosus, амплифи-
цировали с геномной ДНК с использованием 
набора Phusion High-Fidelity PCR Master Mix 
(«Thermo Fisher Scientific», Литва) на мини-
циклере PTC-0150 («MJ Research Inc.», США). 
Для амплификации были сконструированы 
олигонуклеотиды: AAC-SrN1 и AAC-SrC1  – 
для клонирования гена aac(2′)-If в плазми-
ду  pET16b по сайтам эндонуклеаз рестрик-
ции NdeI и BamHI и олигонуклеотиды: 
AAC-SrN2 и AAC-SrC2  – для клонирования 
гена aac(2′)-If в плазмиду  pET32a по сайтам 
эндонуклеаз рестрикции BamHI и  HindIII. 
Нуклеотидные последовательности прайме-
ров, использованных в работе («Синтол», Рос-
сия), представлены в табл. 1.

Таблица 1. Последовательности праймеров, 
использованных в работе

Название 
праймера

Последовательность праймеров 5′→3′*

AAC-SrN1 tcgtcatatgatgaccgacgcacaccccct

AAC-SrC1 agccggatccctaccagacgtccccact

AAC-SrN2 tcgcggatccatgaccgacgcacaccccct

AAC-SrC2 ccgcaagcttctaccagacgtccccac

* Сайты для эндонуклеаз рестрикции выделены подчер-
киванием.
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Экспрессия гена aac(2′)-If штамма S.  rimo-
sus ATCC  10970 в Е.  coli. Клетки E.  coli, со-
держащие плазмиды pET16b:aac(2′)-If и 
pET32a:aac(2′)-If, выращивали на качалке в 
жидкой среде (L-бульон) с ампициллином при 
37  °С до оптической плотности  0,6 при 625  нм 
(~2 ч), затем индуцировали экспрессию добав-
лением изопропил-D-тиогалактозида  (ИПТГ) 
до финальной концентрации 0,5 и 1,0  мМ. 
Далее проводили культивирование при 28 °С в 
течение 18 ч, после чего клетки осаждали цен-
трифугированием (3000 g, 10 мин, 4 °C) и хра-
нили в морозильной камере при –20 °C. Клет-
ки размораживали и суспендировали в буфере 
для образцов, содержащем 62,5  мМ  Tris-HCl 
(pH  6,8), 5%  глицерина, 2%  2-меркаптоэта-
нола, 0,1%  SDS и 0,001%  бромфенолового 
синего, затем нагревали при  95  °C в течение 
10  мин. Растворимую фракцию белков ана-
лизировали с помощью электрофореза в 
12,5%-ном Ds-Na-ПААГ с использованием 
маркера молекулярной массы белков SM0441 
(«Fermentas», Литва). В  качестве контроля 
анализировали растворимые фракции белков 
штаммов E.  coli BL21(DE3) и NiCo21(DE3), 
содержащих плазмиды  pET16b и  pET32а 
без вставки.

Анализ устойчивости к аминогликозидным 
антибиотикам. Антимикробная активность для 
клеток E.  coli BL21(DE3), экспрессирующих 
AAC(2′)-If, определялась как  МИК с исполь-
зованием двух методов: метода диффузии с 
использованием стандартных дисков и метода 
линейных разведений. В  качестве контроля 
анализировали клети E. coli BL21(DE3), содер-
жащие плазмиду pET32а.

Для диско-диффузионного метода [20] чаш-
ки с LB-агаром, содержащим 10 мкг/мл ИПТГ, 
инокулировали путем равномерного покрытия 
их бактериальными культурами в концентра-
ции 105–106 КОЕ/мл. Бумажные диски, содер-
жащие  АГ, помещали на чашки с LB-агаром, 
инкубировали при 37  °С в течение 18 ч, затем 
измеряли диаметры зон вокруг дисков, в кото-
рых отсутствовал рост клеток.

МИК для аминогликозидных антибиоти-
ков определяли методом разведения в буль-
оне в соответствии с рекомендациями Инсти-
тута клинических и лабораторных стандартов 
(CLSI)  [21]. Клетки E.  coli выращивали в 2  мл 
бульона Мюллера–Хинтона (MHB) до плотно-
сти  0,3 при 625  нм для адаптации к стандарту 
0,5  McFarland (мера плотности культуры; он 
соответствует значению 1,5 × 108  КОЕ/мл), а 
затем разбавляли до конечной плотности 105–
106  КОЕ/мл. В  пробирки, содержащие 2-крат-
ные разведения антибиотиков в  2  мл  MHB, 

добавляли по 100 мкл культуры клеток. Для ин-
дуцирования экспрессии AAC(2′)-If в пробирки 
добавляли IPTG  (100  мкМ). После культиви-
рования в течение 18  ч при 25  °С определяли 
значения  МИК как самые низкие концентра-
ции АГ, которые приводили к полному ингиби-
рованию роста (что определялось спектрофото-
метрически при 625 нм).

Биоинформатический анализ. Последователь-
ности аминогликозидацетилтрансфераз (ААС) 
штамма S.  rimosus ATCC  10970 были полу-
чены из базы данных  NCBI. Для сравнения 
их с известными по литературе  ААС исполь-
зовали программы Blastp  [22]; для сопостав-
ления с последовательностями белков, пред-
ставленных в базе данных PDB, с известными 
3D-структурами  – SAS  [23]; для множествен-
ных выравниваний аминокислотных по-
следовательностей использовали алгоритм 
ClustalW [24].

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Биоинформатический анализ аминогликозид-
ацетилтрансфераз штамма S. rimosus ATCC 10970. 
В геноме штамма ATCC 10970 [14] анно тировано 
13  генов N-ацетилтранфераз семейства  GNAT 
с номерами локусов генов: SRIM_009260; 
SRIM_011135; SRIM_012310; SRIM_018100; 
SRIM_020380; SRIM_020760; SRIM_025200; 
SRIM_029930; SRIM_030810; SRIM_033455; 
SRIM_038510; SRIM_040130; SRIM_040160. 
Все выявленные N-ацетилтранферазы содер-
жат домены «NAT_SF» и сайты связывания с 
коэнзимом А.

Сравнение аминокислотных последова-
тельностей всех выявленных в S.  rimosus фер-
ментов N-ацетилтранфераз с последователь-
ностями известных ранее аминогликозидаце-
тилтрансфераз, относящихся к подсемействам 
AAC(1), AAC(3), AAC(2′) и AAC(6′), с исполь-
зованием программ BLAST и  SAS показало, 
что только один из них (SRIM_030810) имеет 
степень идентичности 52,1% с  AAC(2′)-Ic My-
co bacterium tuber culosis (GenBank: CCP42991.1, 
Код  PDB: 1m44) и 50,0%  – с  AAC(2′)-Id My-
colicibacterium smegmatis (GenBank: AIU12332.1, 
Код PDB: 7crm).

Для подсемейства AAC(2′) в настоящее 
время идентифицирован только один под-
класс AAC(2′)-I. Ген, кодирующий AAC(2′)-Ia, 
был обнаружен в хромосоме условно-патоген-
ной бактерии Providencia stuartii, AAC(2′)-Ib 
идентифицирован у Mycolicibacterium fortuitum, 
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Рис. 1. Выравнивание последовательностей AAC(2′)-If  (AAC(2′)-Sr) c  AAC(2′)-Ia  P.  stuartii, AAC(2′)-Ib  M.  fortuitum, 
AAC(2′)-Ic M.  tuberculosis, AAC(2′)-Id M. smegmatis и AAC(2′)-Ie M.  leprae. Консервативные аминокислоты, характер-
ные для AAC(2′)-I, выделены серым цветом

AAC(2′)-Ic  – у  M.  tuberculosis и Mycobacterium 
bovis, AAC(2′)-Id – у M. smegmatis, AAC(2′)-Ie – 
у  Mycobacterium leprae. Ферменты подсемейства 
AAC(2′) способны как к N-, так и к O-ацетили-
рованию многих аминогликозидных субстра-
тов: канамицина, паромомицина, гентамицина, 
амикацина и тобрамицина [25–27].

Степень идентичности  (сходства) амино-
кислотных последовательностей между SRIM_
030810  (AAC(2′)-Sr) и AAC(2′)-Ia, AAC(2′)-Ib, 
AAC(2′)-Ic, AAC(2′)-Id, AAC(2′)-Ie составляет 
36,5 (64,9)%; 51,7 (80,1)%; 51,2 (78,5)%; 48,2 (72,8)% 
и 48,6  (74,6)% соответственно. Выравнивание 
последовательностей  (рис.  1) показывает, что 
AAC(2′)-Sr содержит все консервативные ами-
нокислоты  [28], характерные для последователь-
ностей ферментов подсемейства AAC(2′), поэто-
му мы обозначили этот фермент как AAC(2′)-If.

Клонирование гена aac(2′)-If в Е. coli и ана-
лиз экспрессии. На первом этапе проводили 
клонирование гена aac(2′)-If в составе экс-
прессионного вектора pET16b. Для изуче-
ния экспрессии гена aac(2′)-If в E.  coli про-

водили выращивание штаммов BL21(DE3) и 
NiCo21(DE3), содержащих рекомбинантную 
плазмиду pET16b:aac(2′)-If, в жидкой среде LB 
с индукцией  ИПТГ, затем клетки осаждали 
центрифугированием и анализировали с по-
мощью электрофореза в 12,5%-ном Ds-Na-
ПААГ. Анализ электрофореграммы показал, 
что ген aac(2′)-If не экспрессируется в E. coli в 
составе экспрессионного вектора pET16b.

В связи с этим проводили клонирова-
ние гена aac(2′)-If в составе экспрессионного 
вектора  pET32a, содержащего последователь-
ность гена тиоредоксина в N-концевой обла-
сти. Полученные результаты  (рис.  2) показа-
ли, что в клетках штаммов E.  coli BL21(DE3) 
и  NiCo21(DE3) наблюдалась дополнительная 
фракция белка с молекулярной массой около 
37  кДа, что соответствует расчетной моле-
кулярной массе белка AAC(2′)-If в сумме с 
молекулярной массой белка линкера плазми-
ды  pET32a, содержащей тиоредоксин. Макси-
мальная экспрессия гена aac(2′)-If была уста-
новлена в штамме E. coli BL21(DE3).
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Рис. 2. Электрофореграмма растворимой фракции бел-
ков AAC(2′)-If штаммов E. coli BL21(DE3) и NiCo21(DE3), 
содержащих плазмиды: 1 – pET32a, 2 – pET32a:aac(2′)-If; 
М – маркер молекулярной массы белков SM0441

Рис. 3. Анализ спектра устойчивости клеток E.  coli 
BL21(DE3), экспрессирующих ген aac(2′)-If, к  АГ мето-
дом стандартных дисков: а  –  к гентамицину и тобрами-
цину; б – к канамицину и неомицину. KM – канамицин; 
NM – неомицин; GM – гентамицин; TOB – тобрамицин

Исследование спектра и уровня устойчиво-
сти E. coli BL21(DE3), содержащего плазмиду 
pET32a:aac(2′)-If, к аминогликозидным анти-
биотикам. Для определения спектра устойчи-
вости клеток E.  coli BL21(DE3), экспресси-

рующих ген aac(2′)-If, к  АГ мы использовали 
метод стандартных дисков. Установлено, что 
экспрессия гена aac(2′)-If обеспечивает устой-
чивость клеток E.  coli BL21(DE3) к широкому 
спектру природных  АГ: неомицину, гентами-
цину, тобрамицину, сизомицину и паромоми-
цину (табл. 2, рис. 3). Полученные результаты 
согласуются с биоинформатическим анали-
зом, согласно которому данный ген отнесен 
к подсемейству AAC(2′).

Мы определили МИК АГ с использованием 
метода 2-кратных разведений антибиотиков 

Таблица 2. Исследование спектра устойчивости E. coli BL21(DE3), содержащего плазмиду pET32a:aac(2′)-If, 
к аминогликозидным антибиотикам

Антибиотики
BL21(DE3)

pET32a
BL21(DE3)

pET32a:aac(2′)-If

Название
концентрация, 

мкг/диск
диаметр зоны, мм*

Канамицин 30 21 ± 0,5 21 ± 0,5

Неомицин 30 20 ± 0,5 # 15 ± 0,5

Паромомицин 10 17 ± 0,5 # 7 ± 0,5

Стрептомицин 10 22 ± 0,5 22 ± 0,5

Гентамицин 10 22 ± 0,5 # 15 ± 0,5

Тобрамицин 10 26 ± 0,5 # 17 ± 0,5

Сизомицин 10 25 ± 0,5 # 19 ± 0,5

Амикацин 30 24 ± 0,5 24 ± 0,5

Примечание. * Приведены усредненные результаты четырех независимых измерений ± стандартные отклонения.

# Достоверное отличие от контроля (BL21(DE3) pET32a), р < 0,01.
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Таблица 3. Минимальные ингибирующие концентра-
ции (МИК) аминогликозидных антибиотиков

АГ-антибиотик

Штаммы E. coli; МИК, мкг/мл*

BL21(DE3) 
pET32a

BL21(DE3) 
pET32a:aac(2′)-If

Гентамицин 4 ± 1 80 ± 2#

Сизомицин 4 ± 1 64 ± 2#

Паромомицин 16 ± 2 250 ± 5#

Тобрамицин 8 ± 2 120 ± 4#

Неомицин 16 ± 2 120 ± 4#

Канамицин 16 ± 2 16 ± 2

Стрептомицин 16 ± 2 16 ± 2

Примечание. * Приведены усредненные результаты четы-
рех независимых измерений ± стандартные отклонения.
# Достоверное отличие от контроля (BL21(DE3) pET32a), 
р < 0,01.

в жидкой среде. Полученные результаты (табл. 3) 
показывают, что индукция экспрессии гена 
aac(2′)-If приводит к 20-кратному увеличению 
МИК гентамицина  – с  4 до  80  мкг/мл. Анало-
гичные изменения наблюдались для сизоми-
цина, паромомицина и тобрамицина (15–16-
кратное увеличение  МИК) и неомицина (7,5- 
кратное увеличение  МИК). Таким образом, 
идентифицированный нами фермент AAC(2′)-If, 
индуцируемый в клетках E. coli, активен in vivo 
и эффективно защищает клетки от данных ан-
тибиотиков.

Таким образом, оба исследования показы-
вают, что идентифицированный нами у  S.  ri-
mosus ATCC 10970 фермент AAC(2′)-If придает 
бактериям устойчивость к  АГ: гентамицину, 
тобрамицину, неомицину, паромомицину и 
сизомицину, и не оказывает влияния на устой-
чивость к канамицину и стрептомицину.

На основании полученных результатов мы 
можем предполагать, что гентамицин, тобра-
мицин, неомицин, паромомицин и сизомицин 
являются субстратами для идентифицирован-
ного нами фермента AAC(2′)-If.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате предыдущих исследований 
нами выявлены 3 фермента АРН (APH(3′)-VIII, 
APH(3′′)-Id и AphSR2), обусловливающих устой-

чивость к  АГ: канамицину, неомицину, паро-
момицину, стрептомицину и гигромицину  В. 
Однако ранее было показано, что штамм 
S.  ri mosus ATCC  10970 устойчив ко всем при-
родным  АГ. В  связи с этим фактом было сде-
лано предположение, что устойчивость к АГ у 
данного штамма может быть обусловлена не 
только АРН, но и другими ферментами, таки-
ми как ААС.

Анализ генома S.  rimosus ATCC  10970  [14] 
позволил нам выявить 13  генов, кодирующих 
N-ацетитранферазы семейства GNAT, содер-
жащих домены «NAT_SF» и сайты связывания 
с коэнзимом А. На основании сходства амино-
кислотных последовательностей выявленных 
N-ацетитранфераз с последовательностями опи-
санных ранее аминогликозидацетилтрансфераз 
только одна из них была отнесена к известно-
му подсемейству AAC(2′).

Ферменты подсемейства AAC(2′) ранее были 
идентифицированы в хромосоме условно-па-
тогенной бактерии P.  stuartii и у микобакте-
рий  [25–27]. Множественное выравнивание 
последовательностей показало, что AAC(2′)-Sr 
содержит все консервативные аминокислоты, 
характерные для последовательностей фер-
ментов подсемейства AAC(2′)  [28], поэтому 
мы обозначили этот фермент как AAC(2′)-If. 
Мы клонировали ген aac(2′)-If в E. coli. Оцен-
ка устойчивости к АГ показала, что индукция 
синтеза фермента AAC(2′)-If обусловливает 
устойчивость E. coli к широкому спектру при-
родных  АГ: неомицину, гентамицину, тобра-
мицину, сизомицину и паромомицину, что 
согласуется с биоинформатическим анализом, 
согласно которому данный фермент отнесен к 
подсемейству AAC(2′).

Происхождение AAC можно проследить до 
видов микробов из окружающей среды, пред-
ставляющих собой обширный резервуар для 
новых и появляющихся ферментов резистент-
ности, которые в настоящее время недоста-
точно изучены. Индукция синтеза ферментов, 
модифицирующих АГ, представляет собой стра-
тегию выживания устойчивых к антибиоти-
кам бактерий. ААС  относятся к moonlighting-
белкам, т.е.  проявляют полифункциональные 
свойства. Так, у микобактерий ААС вносят 
частичный вклад в устойчивость к  АГ и могут 
выполнять другие функции, в частности, спо-
собствовать ацетилированию белков клеточ-
ной стенки и пептидогликана, что объясняет 
широкую субстратную специфичность ААС-
ферментов [26].

Впервые понятие «резистом» было введено 
D’Costa  et  al.  [29] в 2006  г. при исследовании 
генов устойчивости к антибиотикам почвенных 
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бактерий рода Streptomyces  – продуцентов 
большинства антибиотиков. Значительно ра-
нее один из авторов данной статьи проводил 
исследования распространения и механизмов 
устойчивости к антибиотикам среди коллек-
ции различных видов актинобактерий рода 
Streptomyces [30]. Штамм S. rimosus ATCC 10970 
(продуцент окситетрациклина) обратил на 
себя внимание как яркий представитель, об-
ладающий тотальной устойчивостью ко всем 
природным  АГ  [31]. В  то время активно об-
суждалась гипотеза происхождения и эво-
люции генов устойчивости к антибиотикам, 
обобщенная в более поздней работе Davies 
и Davies [32].

Позднее понятие «резистом» стали ис-
пользовать для характеристики микробиомов 
различных экологических систем: почв, вод-
ных резервуаров, воздуха, растений, сельско-
хозяйственных животных, продуктов питания 
и человека. Резистом кишечника человека 
представляется наиболее уязвимым для здоро-
вья источником генов лекарственной устойчи-
вости [33, 34].

Известно, что гены устойчивости к анти-
биотикам легко передаются между группами 
бактерий различных микробиомов с помощью 
мобильных генетических элементов и других 
систем переноса генетического материала, 
включая внеклеточные везикулы [2, 35, 36].

В представленной работе в штамме 
S.  rimosus ATCC 10970 нами идентифицирован 
новый ААС-фермент, имеющий сходство с ми-
кобактериальными ферментами, относящими-
ся к подсемейству  AAC(2′). При этом важные 
вопросы взаимодействия резистомов между 
собой, приводящие к горизонтальному пере-
носу генов антибиотикоустойчивости, требу-
ют дальнейших исследований. Обмен генами 
устойчивости к антибиотикам между почвен-
ными бактериями и клиническими патогенами 
возможен путем прямого обмена между поч-
венными микробами и патогенами человека 
или путем непрямой передачи через микробио-
ту кишечника человека, что подчеркивает кли-
ническое значение почвенного резистома [37].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обобщая данные, полученные авторами 
в ранее опубликованных  [9–13] и представ-
ленной работах, нами в штамме S.  rimosus 
АТСС 10970, не являющемся продуцентом АГ, 
идентифицировано 3  фермента АРН и фер-
мент AAC(2′)-If, обусловливающие устойчи-
вость штамма ко всем природным АГ.

Представленные исследования открыва-
ют новые возможности для изучения распро-
странения и особенностей экспрессии генов, 
определяющих природную устойчивость к  АГ 
у актинобактерии рода Streptomyces.

В рамках дальнейшей работы предпо-
лагается выделение рекомбинантного белка 
AAC(2′)-If, получение пространственных струк-
тур для выявления каталитически важных 
структурных мотивов, сравнительный ана-
лиз полученных пространственных структур с 
известными структурами аминогликозидаце-
тилтрансфераз других видов бактерий (в том 
числе патогенных).
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RESISTOM Streptomyces rimosus – A RESERVOIR 
OF RESISTANCE GENES TO AMINOGLYCOSIDE ANTIBIOTICS

M. G. Alekseeva*, N. N. Rudakova, A. V. Ratkin, D. A. Mavletova, and V. N. Danilenko

Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, 
119991 Moscow, Russia; e-mail: alekseevamg@mail.ru

The study of aminoglycoside acetyltransferases in actinobacteria of the genus Streptomyces is an integral part 
of the study of soil bacteria as the main reservoir and possible source of drug resistance genes. Previously, 
in  the strain Streptomyces rimosus ATCC  10970 (producing oxyteteracycline), which is resistant to most 
natural aminoglycoside antibiotics, we have identified and biochemically characterized 3 aminoglycoside 
phosphotransferases, which cause resistance to kanamycin, neomycin, paromomycin, streptomycin, and 
hygromycin B. In the presented work, it was shown that resistance to other AGs in this strain is associat-
ed with the presence of the enzyme aminoglycoside acetyltransferase, belonging to the AAC(2′) subfamily. 
Induction of the expression of the gene, designated by us as aac(2′)-If, in Escherichia coli cells determines re-
sistance to a wide range of natural aminoglycoside antibiotics (neomycin, gentamicin, tobramycin, sisomycin, 
and paromomycin) and to an increase in the minimum inhibitory concentrations of these antibiotics.

Keywords: multidrug resistance, Streptomyces rimosus, aminoglycoside acetyltransferase, MICs for aminoglycoside 
antibiotics
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Эндопептидазы IdeS и IdeZ – факторы вирулентности стрептококков, специфически расщепляю-
щие тяжёлые цепи IgG, интересны с точки зрения биотехнологии, медицины и ветеринарии. Гены 
ideS и  ideZ (в случае ideS ген клонирован из коллекционного штамма Streptococcus pyogenes, в слу-
чае ideZ – синтетический из Streptococcus zooepidemicus) клонированы и экспрессированы в системе 
гетерологичной экспрессии в Escherichia coli, в аминокислотную последовательность каждой эндо-
пептидазы введён аффинный домен 6His-tag. Ферменты IdeS и IdeZ выделены и очищены металл-
аффинной хроматографией. Полученные IdeS и IdeZ гомогенны при электрофорезе в полиакрил-
амидном геле и активны в отношении IgG человека и различных видов животных. Специфичность 
расщепления IgG  человека эндопептидазами IdeS и  IdeZ подтверждена методом электрофореза 
в  полиакриламидном геле. Продемонстрировано применение рекомбинантной IdeZ для имму-
нологического анализа мыта лошадей (диагностики и определения титра специфических анти-
тел в  крови). Таким образом, кроме применения в медицине и биотехнологии, IdeZ может при-
меняться в ветеринарии и санитарной микробиологии для диагностики инфекций, вызываемых 
Streptococcus equi и S. zooepidemicus.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рекомбинантные эндопептидазы, IdeS, IdeZ, расщепление IgG, мыт лошадей, 
иммуноферментный анализ.

DOI: 10.31857/S0320972523060027, EDN: EDQMNB

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Наблюдаемое ныне широкое распростра-
нение устойчивых к антибиотикам бактери-
альных патогенов, вызванное зачастую не-
оправданным и неправильным применением 
антибиотиков в медицине и ветеринарии, а 
также в производстве продуктов питания, ли-
шает нас возможности вести эффективную 
борьбу с патогенами. Обычные инфекции те-
перь всё чаще приводят к летальному исходу 
из-за неэффективности антибиотиков вслед-
ствие резистентности к ним микроорганиз-
мов. Лучшее понимание механизмов взаимо-
действия между бактериальными патогенами 
и организмами-хозяевами на молекулярном 
уровне необходимо для разработки альтерна-
тивных стратегий лечения и профилактики 
бактериальных инфекций. Этими стратегия-

ми будущего могут стать разработки новых 
защитных вакцин, усилителей иммунитета 
организма-хозяина, а также поиск блокаторов 
факторов вирулентности. Поэтому иммунные 
реакции организма-хозяина и соответствую-
щие стратегии, возникшие для уклонения от 
них и «используемые» микроорганизмами для 
избегания обнаружения и элиминации, пред-
ставляют собой важную и интересную область 
исследований.

Один из ярких примеров – секреция пато-
генными стрептококками ряда протеолитиче-
ских ферментов, действие которых нарушает 
нормальное функционирование IgG. Так,  па-
тоген человека Streptococcus pyogenes секрети-
рует ферменты EndoS, SpeB и  IdeS. EndoS 
гидролизует консервативный N-концевой гли-
кан тяжёлых цепей IgG человека  [1], что сни-
жает их сродство к большинству рецепторов 
IgG-Fc  [2]. SpeB  – неспецифическая протеа-
за, расщепляющая в числе других субстратов 
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также и IgG [3]. Кроме того, S. pyogenes секре-
тирует эндопептидазу  IdeS, которая с высокой 
специфичностью расщепляет все 4  подклас-
са IgG  человека в нижней части шарнир-
ной области тяжёлой цепи с образованием 
F(ab)2-фрагмента, полностью сохраняющего 
антигенсвязы вающую активность, и димер-
ного Fc-фрагмента [4, 5]. Как следствие, анти-
тела  IgG, расщепленные  IdeS, оказываются 
лишёнными способности связываться с ре-
цептором IgG-Fc и активировать систему ком-
племента.

Среди всех перечисленных факторов виру-
лентности S.  pyogenes наиболее изучена IdeS, 
поскольку она является важнейшим антифаго-
цитарным фактором  [5, 6]. Изучен механизм 
расщепления этой эндопептидазой молекул 
IgG  [7]. Расщепление происходит в два эта-
па  [8, 9]. Первый этап, значительно превос-
ходящий по скорости последующую стадию, 
приводит к эффективному расщеплению од-
ной из двух тяжёлых цепей с образованием 
иммуноглобулиновой молекулы  (scIgG), сохра-
няющей целой одну из тяжёлых цепей. Такого 
расщепления уже оказывается достаточно для 
того, чтобы иммуноглобулин утратил свои 
функции  [9]. Молекула scIgG менее чувстви-
тельна к расщеплению IdeS, чем молекула IgG 
с двумя целыми тяжёлыми цепями, и расщеп-
ление молекулы scIgG происходит в  100  раз 
медленнее, чем IgG, с образованием одного 
фрагмента F(ab′)2 и одного фрагмента Fc [9].

Примечательно, что IdeS уже нашла приме-
нение в качестве биофармацевтического сред-
ства. Биомедицинское применение эндопеп-
тидазы IdeS основано на высокоспецифичном 
расщеплении IgG при прямом введении IdeS 
пациентам в кровь  [4]. Например, её приме-
няют для расщепления IgG при аутоиммунных 
состояниях человека [10]. Также IdeS проходит 
клинические испытания в области нефроло-
гии в качестве препарата, предотвращающего 
гуморальную реакцию отторжения у больных 
после трансплантации почки  [11, 12]. Такой 
терапевтический подход уже нашёл примене-
ние при гломерулонефрите [13] и других забо-
леваниях почек  [11]. В  2021  г. начата вторая 
фаза клинических испытаний IdeS при транс-
плантации почки у пациентов 18–70 лет  [14], 
это международное исследование проводится 
США, Швецией и Францией.

В отличие от S.  pyogenes, патогенного 
стрептококка группы  A, атакующего исклю-
чительно человека, патогенные стрептококки 
группы C  поражают животных и иногда  – 
человека. Первый из двух рассматриваемых 
в нашей работе стрептококков группы  С  – 

патогенов животных  – Streptococcus equi  – ха-
рактеризуется узким спектром хозяев (поражает 
непарнокопытных), а второй  – Streptococcus 
zooepidemicus  – встречается у многих живот-
ных, включая непарнокопытных, а также у чело-
века. Идентичность последовательностей ДНК 
штаммов S.  equi, S.  zooepidemicus и  S.  pyogenes 
составляет около 80% [15].

Актуальность изучения S.  equi и S.  zooepi-
demicus обусловлена не только тем, что оба 
эти вида вызывают «мыт» лошадей  – остро 
протекающее, часто с тяжёлым течением и 
гибелью, быстро распространяющееся заболе-
вание, поражающее иногда более 80%  молод-
няка  – жеребят и молодых лошадей. Важно, 
что S. zooepidemicus, ранее считавшийся оппор-
тунистическим комменсалом, оказался способ-
ным вызывать острое инфекционное заболе-
вание не только у лошадей, но также и у других 
млекопитающих, включая людей [16].

У S. equi и S. zooepidemicus были идентифи-
цированы и охарактеризованы эндопептидазы 
IdeZ и  IdeE  – гомологи IdeS  S.  pyogenes  [17]. 
Оба эти фермента (IdeZ и  IdeE) тоже эффек-
тивно расщепляют иммуноглобулины клас-
са  IgG (включая IgG  человека), содержащие 
субстратный участок  LLGGP, что свидетель-
ствует о сходстве субстратной специфичности 
с  IdeS. IdeE  является гомологом  IdeZ (сход-
ство достигает  86%) и EndoS  S.  pyogenes 
(70%  сходства). Кроме того, у  S.  equi обнару-
жен ген  ideE2, кодирующий дополнительную 
внеклеточную эндопептидазу  IdeE2, сходную 
по последовательности с IdeE и IdeZ и также рас-
щепляющую IgG. Более того, у S. zooepidemicus 
найден гомологичный белок IdeZ2.

По механизму действия IdeS, IdeZ и IdeE 
относятся к цистеиновым протеиназам  [4]. 
Среди других прокариотических цистеиновых 
протеиназ IdeS уникальна тем, что, во-первых, 
она секретируется в зрелой активной форме и 
не подвергается процессингу, во-вторых, она 
обладает высокой специфичностью к своему 
субстрату  IgG и расщепляет его в единствен-
ном месте – шарнирной области после остатка 
глицина-236 обеих тяжёлых цепей, в-третьих, 
её активность не ингибируется типичным ин-
гибитором цистеиновых протеиназ E-64  [5]. 
Обе эндопептидазы  – IdeS и  IdeZ  – расщеп-
ляют IgG человека [16].

Цели настоящей работы  – получение ре-
комбинантных IdeS и  IdeZ и оценка их фер-
ментативной активности в отношении IgG че-
ловека; выявление и определение титров 
антител к  IdeZ в крови лошадей, переболев-
ших и не болевших мытом.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Все манипуляции генной инженерии (вы-
деление гена, кодирующего IdeS, из штам-
ма S.  pyogenes Dochez  NY  5 (тип  10), син-
тез гена, кодирующего IdeZ, из S.  equi  subsp. 
zooepidemicus  [17], получение генетических 
конструкций) проводили по стандартным про-
токолам, описанным ранее [18].

Экспрессия генов и выращивание микроор-
ганизма-продуцента. Клонирование, выращи-
вание и отбор трансгенных E. coli клонов-про-
дуцентов рекомбинантных белков проводили 
так же, как описано ранее [18].

На рис. 1, а Приложения представлена элек-
трофоретическая картина экстрактов белков 
клеток-продуцентов IdeS и IdeZ до и после 
индукции изопропилтиогалактозидом.

Экстракт клеток, образцы которых нагру-
жали на дорожки 1 или 2, готовили следующим 
образом: суспензию клеток в среде культиви-
рования (1,5  мл) осаждали центрифугирова-
нием (при 5000 g), полученный осадок клеток 
суспендировали в 100 мкл раствора 8 М моче-
вины в воде, добавляли к нему  (1 : 1 по  объё-
му) 2-кратный буферный раствор Лэммли с 
дитиотреитолом  (ДТТ) для нанесения образ-
цов на гель, на каждую дорожку полиакрил-
амидного геля  (ПААГ) наносили 8  мкл полу-
ченного образца.

Разрушение биомассы трансгенных микро-
организмов-продуцентов, выделение и очистка 
рекомбинантных белков из клеток продуцентов. 
Ферменты IdeS и IdeZ выделяли однотипно. 
Биомассу бактериальных клеток, осаждён-
ных центрифугированием из культуральной 
среды, хранили при  –20 °С. Разрушение био-
массы проводили в «лизирующем буферном 
растворе»: 0,5  М  NaCl, 1%  (w/v)  Triton  Х-100, 
100  мМ  Tris-HCl (pH  8,0), 10  мМ  MgCl2, 
10  Eд./мл раствора нуклеазы-бензоназы (вы-
делена и очищена в лаборатории Биологиче-
ски активных наноструктур НИЦ ЭМ им.  Га-
малеи) и 100 мкг/мл лизоцима («Panreac-Appli-
Chem», Германия). Соотношение клеточной 
биомассы  (мг) и «лизирующего буферного 
раствора»  (мл) составляло 1 : 10. Лизис клеток 
проводили 25 мин при комнатной температуре 
на шейкере. Обработку ультразвуком суспен-
зии лизированных клеток проводили в тече-
ние 5  мин при амплитуде  60% (по  2  с, с  2-се-
кундными интервалами) на льду, используя 
установку Bandelin Sonopuls (HD2070) с мик-
ронасадкой («Bandelin», Германия). Центри-
фугировали суспензию при 22 000 g 15 мин 
при  4 °С, пробы белка из полученных после 
центрифугирования «осадка» и «супернатанта» 

отбирали и проводили электрофорез в 15%-ном 
ПААГ для того, чтобы определить, в какой из 
этих фракций содержится целевой белок.

Колоночную аффинную хроматографию 
проводили на сорбенте WorkBeads 40 Ni («Bio-
Works», Швеция), объём сорбента в колон-
ке  – 2  мл суспензии, перед проведением хро-
матографии белка колонка была уравновеше-
на 15  мМ раствором имидазол-HCl (рН  8,0). 
Перед нанесением на колонку раствор белка 
разбавляли, добавляя к нему ими дазол-HCl 
(рН  8,0) до конечной концентрации ими-
дазола – 15 мМ. Градиент концентрации ими-
дазола в элюирующем буферном растворе был 
от  15  мМ до  1  М, также в элюирующий рас-
твор был добавлен 0,5  М  NaCl. Хроматогра-
фию проводили, используя Bio Logic LP («Bio-
Rad», США).

Оценку наличия ферментативной актив-
ности  – способности IdeS и IdeZ расщеп-
лять IgG  человека  – проводили с купленным 
в аптеке фармпрепаратом «Иммуноглобулин 
человека нормальный, раствор для внутримы-
шечного введения, 100  мг/мл» («Микроген», 
Россия).

Иммунологические тесты. Образцы крови 
лошадей, переболевших и не болевших мытом 
(со слов владельцев и ветеринаров, ставив-
ших диагноз), были любезно предоставлены 
владельцами лошадей нескольких частных 
конюшен Подмосковья. Всего было собрано 
18 образцов крови лошадей в возрасте от 1 года 
до 25 лет. Кровь (объёмом 5 мл) собирали летом 
2022 г. в дневное время после утренних прогу-
лок лошадей (в одно и то же время суток – как 
от переболевших, так и от не болевших мытом) 
в вакутейнеры без добавок, отделяли сыворотки 
после формирования тромба-сгустка при тем-
пературе окружающей среды (30 °С), получен-
ные сыворотки замораживали при  –20 °С и 
хранили до анализа, размораживая непосред-
ственно перед постановкой экспериментов. 
Для дальнейшего хранения при 4 °С и проведе-
ния повторных анализов в размороженные сы-
воротки добавляли азид натрия (до конечной 
концентрации 0,04%).

Иммуноблоттинг проводили в стандарт-
ных условиях, нагружая 2  мкг белка  IdeZ на 
каждую дорожку при электрофорезе, перед про-
ведением которого проводилась обработка IdeZ 
прогреванием при  95 °С в течение 5  мин в 
2-кратном «буферном растворе для образ-
цов» по Лэммли с восстановителем  ДТТ. По-
сле процедуры электроблоттинга белка IdeZ 
на нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C 
Extra («Amersham», Швеция) её окрашивали для 
контроля качества и равномерности переноса 
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раствором Красного Понсо, блокировали 
раствором 0,5  мг/мл бычьего сывороточ-
ного альбумина (Bovine Serum Albumin Frac-
tion  V, «Panreac-AppliСhem») в 20  мМ  Tris-HCl, 
(pH  7,5), содержащем 0,025%  (v/v)  Tween-20 и 
0,15 М NaCl, в течение ночи. После этого мем-
брану разрезали на полоски (в направлении 
вдоль дорожек геля), и каждую полоску обра-
батывали отдельно сыворотками от разных 
лошадей (все в одинаковом разведении 1 : 100 
в том же буфере) при комнатной температуре 
(25 °С) в течение 1  ч. Затем полоски промы-
вали и обрабатывали вторичными антителами 
кролика к  IgG  лошади (разведение 1 : 1000), 
конъюгированными с пероксидазой хрена 
(«ИМТЕК», Россия) в течение 1 ч, после чего 
проводили пероксидазную реакцию с субстра-
тами  – диаминобензидином и перекисью во-
дорода.

При постановке твёрдофазного иммуно-
ферментного анализа  (ИФА) использовали 
иммунологические планшеты («Costar», США). 
Все операции проводили в стандартных усло-
виях постановки ИФА, кроме одной допол-
нительной  – предварительной термоинакти-
вации  IdeZ. Для этого перед сорбцией на 
иммунологический планшет раствор IdeZ про-
гревали 15 мин при 60 °С. Сорбцию IdeZ из рас-
твора в концентрации 5 или 10 мкг/мл в 0,1 М 
карбонат-бикарбонатном буфере (рН  9,5) на 
иммунологический планшет проводили в те-
чение ночи при  4 °С (или 1  ч при комнатной 
температуре).

Места неспецифической сорбции блоки-
ровали раствором (1  мг/мл) бычьего сыворо-
точного альбумина (Albumin bovine RIA grade, 
«Sigma», США) в 10  мМ  K/Na-фосфатно-
солевого буферного раствора, содержащего 
0,137 М NaCl и 0,027 М KCl, (pH7,5), с добав-
лением 0,1% (v/v) Tween-20. В том же растворе 
готовили разведения лошадиных сывороток, 
начиная от 1 : 250 или 1 : 500, исходя из раз-
личий в интенсивности окраски зоны при им-
муноблоттинге, с шагом 1/2 – 1 : 500, 1 : 1000, 
1 : 2000, 1 : 4000, 1 : 8000, 1 : 16 000, 1 : 32 000. 
В  качестве вторичных антител использовали 
те же антитела кролика к IgG лошади, конъю-
гированные с пероксидазой хрена, что и в слу-
чае иммуноблоттинга, в разведении 1  :  5000. 
Для построения кривых титрования исполь-
зовали онлайн-программу Arigo (https://www.
arigobio.com/elisa-analysis), с её же помощью 
находили характеристики кривых титрования, 
т.е. титры сывороток.

При исследовании кинетики гидролиза 
IgG человека эндопептидазой IdeZ реакцион-
ную смесь инкубировали при 37 °С в течение 

максимального времени (120  мин), отбирая 
пробы через определённые промежутки вре-
мени. Отобранные пробы смешивали с холод-
ным буфером для образцов по Лэммли без 
восстанавливающих агентов и немедленно 
помещали на лед для остановки реакции. Пе-
ред проведением электрофореза (нанесением 
проб в карманы геля) их прогревали 5  мин 
при 95 °С. Изображения ПААГ, окрашенных 
Кумасси  R250, обрабатывали в программе 
GelAnalyzer  19.1. Плотность (интенсивность в 
пикселях), соответствующую каждой белковой 
зоне, делили на плотность (интенсивность) 
зоны, соответствующей IdeZ, присутствующей 
во всех образцах в одинаковом количестве в 
качестве стандарта.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Конструкция плазмиды, кодирующей эндо-
пептидазу IdeS. Получена плазмида, содержа-
щая нуклеотидную последовательность гена, 
кодирующего белок IdeS  S.  pyogenes c 6His в 
N-концевой области. Аминокислотная после-
довательность кодируемого плазмидой белка 
IdeS с 6His-tag на N-конце (5–10 a.о.) приведе-
на в табл. 1.

Расчётная молекулярная масса реком-
бинантного белка составляет 37,01  кДа, рас-
чётный коэффициент молярной экстинкции 
εmolar(M–1·см–1) равен  52  370, предсказанное 
поглощение при 280 нм раствора с концентра-
цией 1  мг/мл равно  1,42. На  основе этого ко-
эффициента проводили оценку концентрации 
очищенного белка в растворе.

Конструкция плазмиды, кодирующей эндо-
пептидазу IdeZ. Получена плазмида, содержащая 
нуклеотидную последовательность гена, коди-
рующего белок IdeZ  S.  equi  subsp. zooepidemicus 
c 6His в N-концевой области. Плазмида коди-
рует белок с аминокислотной последовательно-
стью, приведённой в табл. 1: 6His-tag (5–10 a.о.) 
и IdeZ (13–327 a.о.).

Расчётная молекулярная масса белка 6His-
IdeZ cоставляет 36,87 кДа, расчётный коэффи-
циент экстинкции εmolar(M–1 · см–1) равен 52 370, 
предсказанное поглощение раствора с кон-
центрацией 1 мг/мл составляет 1,42. На основе 
этого коэффициента проводили оценку кон-
центрации очищенного белка в растворе.

Сравнение онлайн-программами BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=
Proteins&PROGRAM=blastp&BLAST_PROG
RAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&
BLAST_SPEC=blast2seq) и Needle (https://www.
ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) аминокис-
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Таблица 1. Последовательности рекомбинантных белков IdeS и IdeZ

Белок Аминокислотные последовательности 5′–3′

IdeS

MRGSHHHHHHGSDSFSANQEIRYSEVTPYHVTSVWTKGVTPPAKFTQGEDVFHAPYVANQGWYDITK

TFNGKDDLLCGAATAGNMLHWWFDQNKEKIEAYLKKHPDKQKIMFGDQELLDVRKVINTKGDQTN

SELFNYFRDKAFPGLSARRIGVMPDLVLDMFINGYYLNVYKTQTTDVNRTYQEKDRRGGIFDAVFTRG

DQSKLLTSRHDFKEKNLKEISDLIKKELTEGKALGLSHTYANVRINHVINLWGADFDSNGNLKAIYVT

DSDSNASIGMKKYFVGVNSAGKVAISAKEIKEDNIGAQVLGLFTLSTGQDSWNQTNKIL

IdeZ

MRGSHHHHHHGSDDYQRNAAEVYAKEVPHQITSVWTKGVTPLTPEQFRYNNEDVIHAPYLAHQGWY

DITKVFDGKDNLLCGAATAGNMLHWWFDQNKTEIEAYLSKHPEKQKIIFNNQELFDLKAAIDTKDSQ

TNSQLFNYFRDKAFPNLSARQLGVMPDLVLDMFINGYYLNVFKTQSTDVNRPYQDKDKRGGIFDAVF

TRGDQTTLLTARHDLKNKGLNDISTIIKQELTEGRALALSHTYANVSISHVINLWGADFNAEGNLEAIY

VTDSDANASIGMKKYFVGINAHGHVAISAKKIEGENIGAQVLGLFTLSSGKDIWQKLS

лотных последовательностей рекомбинантных 
IdeS и IdeZ показало, что степень идентично-
сти составляет 74% (BLAST) и 72,4% (Needle), 
а степень сходства (гомология) составляет 
86% (BLAST) и 85,8% (Needle).

Выделение и очистку рекомбинантных бел-
ков IdeS и IdeZ проводили в одинаковых усло-
виях, при этом в случае IdeS брали 900 мг био-
массы продуцента  IdeS, а в случае IdeZ брали 
525 мг биомассы продуцента IdeZ.

В случае IdeS биомассы брали исходно 
больше, чем в случае  IdeZ, поскольку после 
разделения суспензии разрушенных клеток 
центрифугированием на «супернатант» и «оса-
док» в «супернатанте», который использова-
ли далее для очистки целевых белков (IdeS и 
IdeZ), оказалась меньшая доля целевого бел-
ка (IdeS), чем в случае IdeZ, где целевой белок 
распределился поровну между «осадком» и 
«супернатантом» (данные электрофоретиче-
ских исследований не приведены).

Биомассу в обоих случаях разрушали в 
5 мл «лизирующего буфера» (состав см. в раз-
деле «Материалы и методы»).

Поскольку генетические конструкции IdeS 
и IdeZ были спланированы так, что рекомби-
нантные белки содержали 6His-tag, их аффин-
ная хроматография на Ni-сорбенте позволила 
практически за один этап получить гомоген-
ные препараты белков. Хроматографический 
профиль в случае очистки IdeZ колоночной 
хроматографией, которая проводилась со ско-
ростью протока 0,4  мл/мин, приведён на 
рис. 2 Приложения.

В случае очистки IdeS была получена ана-
логичная картина хроматографической элю-
ции (не приведена).

На рис. 1, б Приложения показана картина 
электрофоретического разделения в ПААГ ис-
ходного «супернатанта» и фракций белка IdeZ, 
не связавшегося с сорбентом, а также элюатов 
с колонки WorkBeads 40Ni.

Полученные образцы IdeS и IdeZ диализо-
вали против 50 мМ Tris-HCl (рН 7,5).

Концентрации очищенных IdeS и IdeZ опре-
деляли спектрофотометрически по светопогло-
щению при 280  нм с учётом расчётных коэф-
фициентов экстинкции, приведённых выше. 
Выход очищенного белка составил 7,95  мг  – 
для  IdeS из  900  мг биомассы продуцента и 
10,6  мг  – для  IdeZ из  525  мг биомассы проду-
цента.

Активность IdeS и IdeZ в отношении IgG 
человека (см.  «Материалы и методы») иссле-
довали в одинаковых условиях. В  случае IdeS 
готовили инкубационные смеси в трёх раз-
ных соотношениях фермента и субстрата, 
для чего к  20  мкл  IgG (1  мг/мл) добавля-
ли 20  мкл  IdeS в различных концентрациях: 
0,085  мг/мл  (смесь  1), 0,17  мг/мл  (смесь  2), 
0,85 мг/мл (смесь 3). Инкубация продолжалась 
1  ч при 37 °С. Останавливали реакцию добав-
лением равного объёма 2-кратного буферного 
раствора для образцов по Лэммли с восстанав-
ливающим агентом ДТТ и инкубацией в тече-
ние 4 мин при 95 °С.

На рис. 3,  а Приложения приведена кар-
тина электрофореза продуктов реакции сме-
сей  1–3. Видно, что в случаях реакционных 
смесей  (1) и  (2) произошёл частичный гидро-
лиз IgG, а в случае смеси (3), в которой соот-
ношение концентраций субстрата IgG  челове-
ка и фермента IdeS составило ≈ 1,17 : 1, реакция 
протеолиза в данных условиях инкубации про-
шла практически полностью.

В случае IdeZ готовили инкубацион-
ные смеси в четырёх разных соотношениях 
фермента и субстрата, для чего к  50  мкл  IgG 
(1  мкг/мкл) добавляли 20  мкл  IdeZ в различ-
ных концентрациях: 0,55  мкг/мкл  (смесь  1), 
0,055 мкг/мкл (смесь 2), 0,011 мкг/мкл (смесь 3) 
и 0,006 мкг/мкл (смесь 4).

Инкубацию смесей проводили в течение 
1 ч при 37  °С. Останавливали реакцию добав-
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лением равного объёма 2-кратного буфер-
ного раствора для образцов по Лэммли с 
восстанавливающим агентом  ДТТ и нагре-
вом 4  мин при  95  °С. Картина электрофореза 
белковых продуктов реакции приведена на 
рис. 3, б  Приложения. Видно, что в смесях 
(2)–(4) произошёл частичный гидролиз  IgG, 
и только при наиболее высокой концентрации 
IdeZ – в случае смеси (1), в которой соотноше-
ние концентраций субстрата  IgG и фермента 
IdeZ составило 4,5 : 1, в данных условиях ин-
кубации гидролиз  IgG произошёл практиче-
ски полностью.

Исследована кинетика гидролиза IgG чело-
века эндопептидазой IdeZ в растворе. Концен-
трации IgG и IdeZ в реакционной среде соста-
вили 0,87 мг/мл и 0,26 мг/мл соответственно.

На рис.  4 Приложения приведено фото 
электрофоретического разделения в 10%-ном 
ПААГ, в карманы геля наносили пробы, ото-
бранные из реакционной смеси IgG и IdeZ, 
инкубированной в течение 0, 0,5, 1, 2, 5, 10, 15, 
30, 45, 60, 90 и 120 мин при температуре 37 °С. 
Все пробы обрабатывали буферным раствором 
для образцов без восстанавливающего агента. 
На дорожке 1 – IgG без IdeZ (контроль).

Как показано на рис.  4 Приложения, в 
первые 5–10  мин нарастание образования 
продукта (интенсивность нижней зоны) и ис-
чезновение самой верхней зоны (нерасщеп-
лённые молекулы  IgG) происходят с большой 
скоростью, тогда как окончательное расщеп-
ление тяжёлых цепей молекул  scIgG (вторая 
сверху зона) происходит лишь за последую-
щие 1–2 ч.

Параллельно из той же реакционной сме-
си отбирали пробы и смешивали их с буфер-
ным раствором для образцов с восстанови те-
лем  ДТТ, подвергали электрофорезу в 10%-ном 
ПААГ, количественно обрабатывали изобра-
жение, и при этом кинетика убыли тяжёлых 
цепей во времени была такого же характера, 
как представлено на рис. 4 Приложения с про-
бами, обработанными без ДТТ, и после 1 ч ин-
кубации тяжёлые цепи в геле практически не 
обнаруживались (данные не приведены).

Выделенные и очищенные IdeZ и IdeS 
хранили в 50%-ном растворе глицерина в 
50 мМ Tris-HCl (рН 7,5) при –20 °С. За 3 меся-
ца хранения снижение активности составило 
не более 5%.

Иммуноблоттинг с рекомбинантной IdeZ 
и сыворотками крови лошадей. Иммуноблот-
тинг с очищенным белком IdeZ в качестве 
антигена был проведён с целью дальнейшего 
подбора условий твёрдофазного  ИФА. Оба 
анализа (иммуноблоттинг и ИФА) служили 

целям обнаружения специфичных к  IdeZ ан-
тител в крови лошадей и определения титров 
антител.

Иммуноблоттинг позволил, во-первых, убе-
диться в том, что антитела присутствуют в 
крови обследованных лошадей и качественно 
сравнить их титры в сыворотках. При оди-
наковом разведении сывороток (1 : 100) во 
всех 18  случаях наблюдалось окрашивание 
зоны  IdeZ, но интенсивность окрашивания 
белковых зон качественно различалась, следо-
вательно, титры сывороток были различными. 
Во-вторых, иммуноблоттинг позволил убе-
диться в том, что при обработке IdeZ нагре-
ванием в течение 4  мин при 95  °С в буферном 
растворе для образцов по Лэммли при элек-
трофорезе в ПААГ ферментативная актив-
ность  IdeZ полностью подавляется, но такая 
обработка не мешает взаимодействию анти-
гена  (IdeZ) с антителами в сыворотке крови 
лошадей и проведению иммуноблоттинга в 
стандартных условиях с первичными и вто-
ричными антителами (иммуноглобулинами 
класса  IgG, которые расщепляются актив-
ной  IdeZ). Пример окрашивания (фотография 
полосок нитроцеллюлозной мембраны) после 
иммуноблоттинга приведён на  рис.  5,  а  При-
ложения.

Разработка твёрдофазного ИФА с исполь-
зованием рекомбинантной  IdeZ. В  разработке 
твёрдофазного ИФА с целью определения на-
личия антител к  IdeZ в лошадиных сыворот-
ках существенный момент и узкое место – это 
наличие деградирующей IgG ферментативной 
активности IdeZ. Проведение ИФА с не инак-
тивированной заранее  IdeZ оказалось невоз-
можным из-за расщепления ею иммуноглобу-
линов, использованных для анализа (данные 
не  приведены). Поскольку было установлено, 
что при иммуноблоттинге IdeZ  сохраняет ан-
тигенные свойства, будучи термически обра-
ботанной 4 мин при 95 °С в буферном растворе 
для образцов по Лэммли, для твёрдофазного 
ИФА тоже была проведена термоинактива-
ция  IdeZ. В  данном случае обработка 15  мин 
при 60 °С раствора IdeZ в 0,1 М карбонат-би-
карбонатном буфере (рН 9,5) оказалась доста-
точной для полной потери активности IdeZ с 
сохранением её антигенных свойств, и при 
этом белок IdeZ оставался в растворённом со-
стоянии в этом буфере.

Пример кривой титрования для образца 
сыворотки №  3 приведён на  рис.  5,  б Прило-
жения. Кривая построена программой Arigo 
онлайн, в которой также определены парамет-
ры кривой: R2 = 1,0; a = 1,593301; b = 1,105941; 
c = 2599,286145; d = 0,066838.

2
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Таблица 2. Титры антител к IdeZ в сыворотках лошадей, переболевших и не болевших мытом

Шифр 
животного

Информация о животных
Титр 

(разведение сыворотки)
болели не болели

№ 2 ♂ 15 лет 1523

№ 3 ♂ (Мерин), 16 лет 2599

№ 4 ♀ 22 года 659

№ 5 ♂ 10 лет 1270

№ 6 ♂ (Мерин), 12 лет 1148

№ 7 ♂ (Мерин), 7 лет 966

№ 8 ♀, 13 лет 526

№ 9 ♀, 10 лет 2253

№ 10
♂, 2 года, 
повышалась температура

8026

№ 11
♂ (Мерин), 4 года, 
повышалась температура

1114

№ 12 ♀, 24 года 447

№ 13 ♂, 8 лет 1852

№ 1A ♀, 2 года 634

№ 2A ♂ (Мерин), 12 лет 438

№ 3A ♀, 5 лет 536

№ 4A ♀, 1 год 1025

№ 5A ♀, 20 лет 803

№ 1 ♂ (Мерин), 25 лет 10

Кривые титрования сывороток описыва-
ются формулой (1):

y = d + 
a − d

1 + (x ÷ c)b  , (1)

где x  – концентрация сыворотки; y  – ответ 
(оптическая плотность); a  – теоретический 
ответ при нулевой концентрации; b – коэффи-
циент наклона; c – точка перегиба (EC50); d – 
теоретический ответ при бесконечно большой 
концентрации.

Результаты определения титров антител к 
IdeZ в сыворотках лошадей, переболевших и 
не болевших мытом, приведены в табл. 2.

Как видно по результатам, приведённым 
в  табл.  2, титры сывороток практически всех 
лошадей, как болевших, так и не перенёсших 
зарегистрированного ветеринарами заболе-

вания, находились в диапазоне определения 
системы ИФА. У переболевших животных ти-
тры были выше, чем у не болевших, при этом у 
переболевших молодых лошадей титры оказа-
лись выше, чем у лошадей старше 20 лет.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные в нашей работе рекомбинант-
ные IdeS и  IdeZ по свойствам и активности 
сходны с описанными в литературе [9]. Кине-
тика расщепления  IgG была описана ранее 
только для IdeS [9], а в нашей работе описана 
кинетика расщепления IgG  человека фер-
ментом  IdeZ. Кинетика оказалась сходной: 
расщепление первой тяжёлой цепи в молеку-
ле  IgG происходит быстро, в течение первых 
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минут инкубации, тогда как для полного рас-
щепления второй цепи требовалось 1–2 ч.

Если рассматривать биотехнологическое 
применение IdeS и  IdeZ, то можно отметить, 
что, по данным литературы, использование 
гидролиза IdeS упрощает процедуру расши-
фровки аминокислотной последовательности 
моноклональных антител  [19]. Кроме того, 
из данных литературы известно, что расщеп-
ление IdeZ иммуноглобулинов также было 
успешно применено для облегчения иденти-
фикации белков с такой посттрансляционной 
модификацией, как O-GlcNAc  [20]. Действи-
тельно, идентификация белков, имеющих мо-
лекулярные массы в области 50 кДа и предва-
рительно выделенных иммунопреципитацией 
с антителами, затруднена из-за близости их 
молекулярной массы к массе полноразмерной 
тяжёлой цепи иммуноглобулинов. Особенно 
затруднён масс-спектрометрический анализ 
гликозилированных O-GlcNAc-белков, при-
чём даже после электрофоретического разде-
ления и вырезания белковых зон из геля ана-
лиз сложен, поскольку иммуноглобулиновые 
молекулы тоже гликозилированы, а области 
молекулярных масс (50 кДа) перекрываются с 
тяжёлыми цепями иммуноглобулинов. Благо-
даря «укорачиванию» IdeZ тяжёлых цепей 
иммуноглобулинов наложение и перекрытие 
с ними анализируемых белков в области моле-
кулярной массы 50 кДа исключается.

Другой важнейшей областью примене-
ния протеолитических ферментов IdeS и IdeZ, 
расщепляющих иммуноглобулины человека с 
высокой специфичностью, является медици-
на  [10]. Недавно было предложено применить 
IdeS (препарат  «imlifidase») в лечении угрожа-
ющих жизни гепарин-индуцированной тром-
боцитопении (Heparin-induced thrombocytope-
nia,  HIT) и сходных по механизму развития 
поствакцинальных осложнений после вакци-
нации от SARS-CoV-2: тромбоза и тромбоци-
топении, связанных с наличием в крови 
пациентов антител к тромбоцитарному факто-
ру 4 (PF-4) [21–23].

Однако при внутривенном введении IdeS в 
кровь в качестве терапевтического агента для 
удаления иммуноглобулинов  [24] возникает 
проблема наличия изначально циркулирую-
щего пула антител к IdeS у тех пациентов, ко-
торые ранее встречались со стрептококковой 
инфекцией [25]. Действительно, известно, что 
большая доля взрослых людей в популяции об-
ладает сформировавшимся пулом антител IgG 
к IdeS вследствие ранее перенесённой инфек-
ции S. pyogenes [26]. При введении в кровь IdeS 
с терапевтической целью эти циркулирующие 

анти-IdeS антитела могут увеличивать риск 
реакций, подобных гиперчувствительности. 
Фирма «Thermo Fisher Scientific» («Phadia», 
Швеция) разработала специфическую тест-
систему in  vitro (IdeS-ImmunoCAP) для коли-
чественного определения анти-IdeS антител, 
причём нижний порог чувствительности си-
стемы в  7  раз ниже минимального уровня из-
меряемых в крови людей антител (2  мг/литр). 
Лица с уровнем антител  >15  мг/литр, по дан-
ным этой тест-системы, из клинических испы-
таний исключались.

Логично было бы попытаться разработать 
системы экстракорпоральной гемокоррекции – 
расщепления IgG крови вне тела больного  – 
ферментами IdeS или  IdeZ, иммобилизован-
ными на сорбентах. Данные нашей работы 
свидетельствуют о том, что расщепление 
иммуноглобулинов происходит и в случае 
«иммобилизованной» IdeZ, т.е.  связанной на 
поверхности лунки иммунологического план-
шета. Сохранность ферментативной актив-
ности в этом случае создала трудности в раз-
работке  ИФА, которые удалось преодолеть 
посредством термоинактивации IdeZ. Мы так-
же наблюдали проявление IgG-расщепляющей 
активности  IdeZ, связанной с Workbeads  40Ni 
за 6His-tag (данные не приведены). Всё это 
указывает на возможность применения сор-
бированных на носителе эндопептидаз IdeS 
или IdeZ для экстракорпоральной обработки 
крови с целью частичного расщепления  IgG. 
Применить сорбированную  IdeS можно было 
бы и для элиминации циркулирующих анти-
IdeS антител.

Продемонстрированная в нашей работе 
возможность получения больших количеств 
рекомбинантных активных IdeS и  IdeZ в си-
стеме гетерологичной экспрессии в E. coli в бу-
дущем, возможно, позволит иммобилизовать 
эти ферменты и создать как аффинный сор-
бент для проведения гемосорбции и удаления 
циркулирующих анти-IdeS антител из крови 
пациентов, так и обеспечить экстракорпораль-
ное расщепление IgG.

Другим подходом в преодолении про-
блем, возникающих при введении в кровь 
пациентов IdeS, может быть использование 
вместо неё IdeZ. Действительно, уже начала 
реализовываться идея использования IdeZ 
на пути развития такого направления в меди-
цине, как применение векторов рекомбинант-
ных аденоассоциированных вирусов  (AAV) 
для генной терапии редких заболеваний. Так, 
в моделях на мышах и нечеловекообразных 
приматах  (макаках), пассивно иммунизиро-
ванных человеческой антисывороткой, уже 

2*
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оценён потенциал  IdeZ для элиминирования 
ранее выработанных и циркулирующих ней-
трализующих антител  (Nab) против реком-
бинантных  AAV  [27]. Продемонстрирована 
способность рекомбинантной GST-IdeZ и ком-
мерческой IdeZ («New England Biolabs», США) 
расщеплять человеческие иммуноглобулины, 
циркулирующие в крови различных лабора-
торных животных, в том числе при введении 
им AAV в печень и сердце, и тем самым смяг-
чать побочное действие генной терапии [27].

Также представляется обширным потен-
циал применения IdeZ в ветеринарии и сани-
тарной микробиологии. В  нашей работе с 
помощью рекомбинантной IdeZ впервые про-
ведён Вестерн-блоттинг и ИФА-анализ анти-
тел к IdeZ в крови лошадей. Обнаружено нали-
чие высоких титров антител к IdeZ у лошадей 
как переболевших мытом с явными симпто-
мами, так и не болевших, но встречавшихся с 
инфекцией и/или перенёсших заболевание в 
лёгкой форме, не зарегистрированной вете-
ринарами как острое заболевание. Поскольку 
известно, что IdeZ синтезируют оба стрепто-
кокка  – S.  equi и S.  zooepidemicus, полученные 
нами данные свидетельствует о том, что забо-
левание обследованных лошадей могло быть 
вызвано не только S. equi, но и S. zooepidemicus. 
Этот факт настораживает, если учесть высо-
кую активность  IdeZ с IgG  человека и широ-
кий спектр хозяев S. zooepidemicus, и указывает 
на необходимость подключения генетических 
тестов (ПЦР-анализов) для дифференциаль-
ной диагностики этих стрептококков в слу-
чае вспышек заболевания среди лошадей и 
других животных. Действительно, спектр орга-
низмов-хозяев у S.  zooepidemicus значительно 
шире, чем у S.  equi  – специфического воз-
будителя мыта лошадей, и включает чело-
века  [28–30], хотя в конюшнях, где были 
собраны образцы крови для нашего исследо-
вания, не было отмечено случаев заражения и 
заболевания среди людей. Поскольку описаны 
случаи передачи патогенного S.  zooepidemicus 
людям  [31, 32], было бы интересно в будущем 
проверить наличие антител к IdeZ в сыворотке 
крови людей, контактировавших с заражённы-
ми животными. Разработанная в нашем иссле-
довании тест-система твёрдофазного ИФА мо-
жет пригодиться в будущем для отслеживания 
эпизоотий, вызванных вирулентными штам-
мами S. equi или S. zooepidemicus.

Следует, видимо, также повысить внима-
ние к  S.  zooepidemicus. Благодаря молекуляр-
но-генетическим исследованиям пересмотрена 
классификация этого стрептококка: ранее он 
считался подвидом S.  equi, но теперь выде-

лен в самостоятельный вид S.  zooepidemicus, 
являющийся эволюционным предшественни-
ком S. equi  [33]. Несмотря на пересмотр клас-
сификации, во многих современных публи-
кациях встречается старая классификация 
S.  zooepidemicus как подвида  – S.  equi  ssp. zoo-
epidemicus. По данным молекулярно-генетиче-
ских исследований  [33], S.  equi является био-
варом S.  zooepidemicus, причём ограничение 
только непарнокопытными спектра хозяев 
S.  equi возникло вследствие полной утраты 
S. equi локусов CRISPR (clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats)–Cas (CRISPR-
associated), наделяющих микроорганизмы «адап-
тивной иммунной системой», или способно-
стью сохранять устойчивость генома при за-
селении широкого спектра хозяев. По  микро-
биологической классификации, оба вида (S. zoo-
epidemicus и  S.  equi) относятся к группе  C по 
Лэнсфилд (Lancefield). К настоящему времени 
стало широко известно и общепризнано, что 
S.  zooepidemicus является не только комменса-
лом, но и способен давать патогенные штам-
мы  [33, 34], вызывающие, кроме заболеваний 
лошадей  [35], также вспышки геморрагиче-
ской пневмонии собак в питомниках [36] и мас-
тита жвачных  – на фермах  [37]. Источником 
эпидемической вспышки могут быть бессим-
птомные носители, включая животных, но из-
вестны также случаи заражения и заболевания 
людей  [28–32, 38]. Описан случай массового 
заражения людей, носивший характер эпиде-
мии. Так, эпидемиологические исследования, 
проведённые в Бразилии в начале этого века, 
выявили многочисленные случаи фарингита 
и гломерулонефрита, вызванные заражением 
S.  zooepidemicus при употреблении сыра, при-
готовленного из сырого молока от болеющих 
маститом коров  [39], что привело к госпита-
лизации около сотни человек и гибели троих 
из них.

Что касается исследований распростра-
нённости микроорганизмов S. equi и S. zooepi-
demicus в популяции лошадей, то опубли-
кована американская  [35] и индийская  [40] 
работы. Американские исследователи приме-
няли иммунохимические подходы, а индий-
ские исследователи использовали метод ПЦР 
с праймерами генов  SeM и  SodA для иденти-
фикации S.  equi  ssp.  equi и S.  equi  ssp. zooepi-
demicus соответственно (индийскими иссле-
дователями дана старая классификация этих 
стрептококков, как подвидов). Большинство 
изолятов стрептококков, выделенных в Ин-
дии от сотни больных мытом и здоровых 
лошадей, классифицировано как S.  equi  ssp. 
zooepidemicus, наряду с которым встречался 
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также и S.  equi  ssp.  equi. Таким образом, хотя 
и не был оценён уровень антител к антигенам 
стрептококков (в том числе к IdeZ) в сыворот-
ках обследованных лошадей, индийскими учё-
ными была зарегистрирована высокая частота 
встречаемости у лошадей стрептококков, тео-
ретически способных продуцировать IdeZ.

Результаты нашей работы не противоречат 
данным американских и индийских учёных: 
почти у всех обследованных лошадей мы обна-
ружили антитела к  IdeZ. То,  что у переболев-
ших молодых лошадей титры оказались выше, 
чем у лошадей старшего возраста, может сви-
детельствовать о снижении иммунного ответа 
с возрастом животных. Так, в сыворотке од-
ной не болевшей мытом лошади (№ 1, мерин, 
25 лет) титр антител к IdeZ оказался, по срав-
нению с другими лошадьми, аномально низ-
ким. Это, возможно, указывает на ослаблен-
ный иммунитет старого животного, либо на 
отсутствие недавних контактов с патогенными 
стрептококками, и, вероятно, стрептококковая 
инфекция для этой лошади представляет потен-
циальную опасность. Напротив, у одного моло-
дого жеребца (2  года) наблюдался чрезвычайно 
высокий титр антител, вышедший за верхний 
предел диапазона нашей системы  ИФА и сви-
детельствующий о сильной иммунной реакции.

Относительно защиты от стрептококковой 
инфекции можно, к сожалению, констатиро-
вать, что на сегодняшний день пока не удаётся 
создать субъединичную вакцину, защищаю-
щую от  S.  pyogenes, относящегося к группе  А, 
однако ведутся обнадёживающие разработки 
по созданию вакцин против стрептококков 
группы  С. Известно, что животные, перебо-
левшие инфекциями, вызванными как S. equi, 
так и S. zooepidemicus, повторно не заражаются 
и вырабатывают устойчивый иммунитет, но 
известно и об отсутствии перекрёстной защит-
ной реакции. Что касается опубликованных 
подходов к разработке субъединичных вак-
цин против стрептококков группы  С, то на 
экспериментальной мышиной модели было 
показано, что вакцинация с использованием 
IdeE или  IdeE2 в качестве антигенов индуци-
ровала защиту от экспериментальной инфек-
ции S.  equi  ssp.  equi  [16], тогда как вакцина-
ция рекомбинантным белком membrane attack 

complex (MAC)  – IdeZ  – защищала от экспе-
риментальной инфекции S.  zooepidemicus  [41]. 
Также описаны разработки субъединичных 
вакцин с протективными свойствами в отно-
шении инфекции S.  equi  ssp. equi и разрабо-
танных на основе нескольких расщепляющих 
иммуноглобулины эндопептидаз в качестве 
антигенов  [28]. Кажется перспективным под-
ход к разработке универсальной субъединич-
ной вакцины, включающей антиген IdeZ, 
синтезируемый обоими видами  – S.  equi и 
S.  zooepidemicus. В  заключение отметим важ-
ный факт: наличие высоких титров антител 
к  IdeZ у лошадей, перенёсших стрептокок-
ковую инфекцию, служит основанием для 
того, чтобы предположить, что субъединичная 
вакцина, включающая IdeZ в качестве анти-
гена, может оказаться эффективной и, воз-
можно, будет защищать от заболевания как 
лошадей, подверженных инфекции и S. equi, и 
S.  zooepidemicus, так и других животных, зара-
жающихся S. zooepidemicus.
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RECOMBINANT ENDOPEPTIDASES IdeS AND IdeZ 
AND THEIR POTENTIAL APPLICATIONS

I. S. Boksha1,2*, V. G. Lunin1, T. A. Danilova1, M. S. Poponova1, N. B. Polyakov1, 
A. M. Lyashchuk1, S. V. Konstantinova1, Z. M. Galushkina1, and E. V. Ustenko1

1 The National Research Center for Epidemiology and Microbiology 
named after Honorary Academician N. F. Gamaleya of the Ministry of Health of the Russian Federation, 

123098 Moscow, Russia; e-mail: boksha_irina@mail.ru
2 Mental Health Research Centre, 115522 Moscow, Russia

IdeS and IdeZ endopeptidases are streptococcal virulence factors that specifically cleave IgG heavy chains 
and represent an interest from biotechnological, medical, and veterinary points of view. The genes encoding 
IdeS and IdeZ endopeptidases (the ideS gene was cloned from a Streptococcus pyogenes collection strain, 
and S.  zooepidemicus ideZ gene was synthesized) were cloned and expressed in Escherichia coli heterolo-
gous expression system, and 6His-tag affinity domain was introduced into the amino acid sequence of 
each endopeptidase. IdeS and IdeZ enzymes were isolated and purified by metal affinity chromatography. 
The  resulting IdeS and IdeZ are apparently homogeneous on polyacrylamide gel electrophoresis and are 
active against human and animal IgG. The specificity of human IgG cleavage by endopeptidases IdeS and 
IdeZ was confirmed by polyacrylamide gel electrophoresis. Application of recombinant IdeZ was demon-
strated for immunological analysis of equine “strangles” (diagnostics and specific antibodies’ titer deter-
mination in the blood). Thus, IdeZ can be used in veterinary medicine and sanitary microbiology for the 
diagnosis of infections caused by S. equi and S. zooepidemicus in addition to their applications in medicine 
and biotechnology.

Keywords: recombinant endopeptidases, IdeS, IdeZ, IgG cleavage, strangles, enzyme linked immunosorbent assay
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Воздействие гипоксии вызывает изменения транскрипции генов, способствующих адаптации кле-
ток к недостатку кислорода. Основным механизмом, регулирующим клеточный ответ на гипок-
сию, является активация группы транскрипционных индуцируемых гипоксией факторов семей-
ства HIF, включающих несколько изоформ и контролирующих экспрессию более тысячи генов. 
Активность HIF регулируется на разных уровнях, в том числе с помощью молекул малых неко-
дирующих РНК, называемых микроРНК (мкРНК). При этом мкРНК осуществляют регуляцию 
клеточного ответа на гипоксию путем влияния на активацию HIF, его деградацию и на трансля-
цию зависимых от него белков. В то же время HIF также оказывает влияние на биогенез мкРНК. 
Данные по взаимосвязи той или иной изоформы HIF с мкРНК противоречивы, поскольку иссле-
дования выполняются с использованием разных клеточных линий, разных видов эксперименталь-
ных животных и клинического материала, а также при разной концентрации кислорода и разной 
длительности гипоксического воздействия. Кроме того, на экспрессию HIF может влиять исходная 
устойчивость организмов к недостатку кислорода, что не учитывается при проведении исследо-
ваний. В настоящем обзоре проанализированы данные о влиянии гипоксии на биогенез и функ-
ционирование мкРНК, а также действие самих мкРНК на мРНК генов, участвующих в адаптации 
к недостатку кислорода. Понимание механизмов взаимосвязи HIF, гипоксии и мкРНК необходимо 
для разработки новых подходов к персонализированной терапии заболеваний, сопровождающихся 
недостатком кислорода.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: гипоксия, микроРНК, HIF.

DOI: 10.31857/S0320972523060039, EDN: EEEYGM

Принятые сокращения: мкРНК – микроРНК; ЛПС – липополисахарид; AGO – белки семейства Argonaute; CTAD – 
С-концевой домен трансактивации; FIH  – фактор, ингибирующий  HIF; HIF  – индуцируемый гипоксией фактор; 
HREs  – отвечающие на гипоксию элементы; HUVEC  – эндотелиальные клетки пупочной вены человека; mTOR  – 
мишень рапамицина у млекопитающих; NF-κB – ядерный фактор «каппа би»; NTAD – N-концевой домен трансакти-
вации; ODDD – домен кислород-зависимой деградации; PHDs – пролилгидроксилазы; pVHL – белок-онкосупрессор 
фон Гиппеля–Линдау; VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; RISC – RNA-Induced Silencing Complex.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Гипоксия является одним из основных фак-
торов, регулирующих функциональное состоя-
ние организма в физиологических условиях, 
при стрессорных воздействиях, адаптации и 
различных заболеваниях. Главную роль в реак-
ции на дефицит кислорода играют транскрип-
ционные индуцируемые гипоксией факторы 
семейства  HIF (Hypoxia-Inducible Factor). 

Экс прессия кислородзависимой субъединицы 
HIF-α регулируется главным образом посред-
ством гидроксилирования, отсутствие кото-
рого в условиях гипоксии приводит к обра-
зованию комплекса с субъединицей HIF-β 
в ядре  [1]. Это ведет к активации экспрессии 
генов, регулирующих ангиогенез, метабо-
лизм глюкозы и железа – фактора роста эндо-
телия сосудов  (VEGF), эритропоэтина  (EPO), 
переносчика глюкозы  GLUT1 и  др.  [2–4]. 
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Гипоксия и активация HIF взаимосвязаны с 
увеличением активности ядерного фактора 
«каппа би»  (NF-κB), регулирующего воспа-
лительные процессы  [5]. Показано, что суще-
ствуют индивидуальные различия в реакции 
на гипоксическое воздействие, во многом 
обусловленные разным уровнем HIF  [6–8]. 
Организмы с разной устойчивостью к гипоксии 
отличаются по тяжести течения ряда воспалитель-
ных заболеваний, в частности, системного воспа-
лительного ответа и язвенного колита [9–12].

В регуляции функционирования HIF и 
ответа на гипоксическое воздействие при-
нимают участие микроРНК (мкРНК) – малые 
некодирующие молекулы РНК, состоящие из 
18–25  нуклеотидов (наиболее часто встреча-
ются  22), участвующие в регуляции экспрес-
сии генов путем остановки трансляции или 
разрушения мРНК. МкРНК обнаружены у ра-
стений, животных и даже некоторых вирусов, 
а их последовательности локализуются либо 
внутри интронов, либо в экзонах некодирую-
щих РНК  [13]. Одновременно они способны 
регулировать большое количество мРНК-ми-
шеней и, таким образом, влиять на активацию 
сразу нескольких сигнальных путей, контро-
лирующих синтез белков. Определению роли 
конкретных мкРНК в регуляции клеточного 
ответа на гипоксию посвящено множество 

работ последних лет, однако в них не учиты-
вается индивидуальная исходная устойчивость 
организма к гипоксии. В  настоящем обзоре 
систематизированы данные о роли мкРНК 
в реакции организма на недостаток кисло-
рода, а также о влиянии гипоксии на биогенез 
и функционирование  мкРНК. Кроме того, 
обсуждается роль мкРНК в воспалительных 
заболеваниях, таких как системный воспали-
тельный ответ и язвенный колит, с учетом ин-
дивидуальной устойчивости к гипоксии.

HIF

Структура молекул HIF. В настоящее время 
у млекопитающих охарактеризованы 3  изо-
формы HIF-α  – HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α и 
белок HIF-1β. Для регуляции транскрипции 
зависимых от HIF генов α- и β-субъедини-
цы образуют гетеродимер  [14]. Особенно-
стью белков HIF-α и HIF-β является наличие 
N-концевого ДНК-связывающего домена, со-
держащего мотив «спираль-петля-спираль» 
перед PAS-доменом (Per-Arnt-Sim) [15]. Поми-
мо этого, HIF-α имеет домен кислород-зави-
симой деградации  (Oxygen Dependent Degra-
dation Do main,  ODDD), N-концевой домен 
трансактивации (N-Terminal Trans acti vation 

Рис. 1. а – Доменная структура изоформ HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α и белка HIF-1β. б – Димеризация субъединиц HIF-α 
и HIF-β и взаимодействие их ДНК-связывающих доменов с HREs. В  этих доменах каждая из субъединиц HIF име-
ет 2 спирали и петлю между ними. Одна из спиралей содержит ДНК-связывающую область, а другая необходима для 
осуществления гетеродимеризации. АО – аминокислотные остатки; bHLH – мотив «спираль-петля-спираль»; PAS – 
домен Per-Arnt-Sim; ODDD  – домен кислород-зависимой деградации; NTAD  – N-концевой домен трансактивации; 
CTAD – C-концевой домен трансактивации; TAD – домен трансактивации; LZIP – домен типа «лейциновая молния»; 
HREs – элементы ДНК, отвечающие на гипоксию
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Рис. 2. Кислородзависимая регуляция стабилизации и трансактивации HIF-1α. В условиях нормоксии PHDs осущест-
вляют гидроксилирование HIF-1α по пролину в положениях 402 и 564, а FIH – по аспарагину в положении 803. В усло-
виях гипоксии происходит фосфорилирование и транслокация в ядро негидроксилированной субъединицы HIF-1α. 
PHD – пролилгидроксилаза; FIH – фактор, ингибирующий HIF; pVHL – белок-онкосупрессор фон Гиппеля-Линдау; 
Ub – убиквитин; MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа; CBP/p300 – CREB (cAMP-Response Element-Binding 
protein)-Binding Protein/E1A Binding Protein p300; HREs – элементы ДНК, отвечающие на гипоксию

Do main,  NTAD) и С-концевой домен транс-
активации (C-Terminal Trans acti vation Do-
main,  CTAD)  [14]. Каждый из этих доменов 
необходим для димеризации субъединиц  HIF 
и связывания с отвечающими на гипоксию 
элементами ДНК (Hypoxia Response Elements, 
HREs), активации и взаимодействия с коакти-
ваторами транскрипции [16–18] (рис. 1).

Регуляция активности HIF. При нормоксии 
субъединица HIF-α подвергается гидрокси-
лированию по остаткам пролина в  ODDD с 
участием пролилгидроксилаз  (PHDs)  (рис.  2). 
В  качестве субстрата и косубстрата реакции 
используются кислород и 2-оксоглутарат, а в 
качестве кофакторов  – аскорбат и ионы же-
леза [19]. Далее гидроксилированная субъеди-
ница HIF-α подвергается 26S-протеасомной 
деградации при участии белка-онкосупрес-
сора фон Гиппеля–Линдау (pVHL) [20]. Также 
гидроксилирование может осуществляться по 
остаткам аспарагина в  CTAD с участием дру-
гой гидроксилазы  – фактора FIH (Fac tor In-
hibit ing HIF), ингибирующего  HIF. В  этом 
случае нарушается взаимодействие HIF-α с 
коактиватором  CBP/p300 (CREB (cAMP-Re-
sponse Element-Binding protein)-Binding Pro-
tein/E1A Binding Protein p300) [14].

В условиях недостатка кислорода, который 
является субстратом для  PHDs и  FIH, гид-
роксилирования не происходит. В  результате 
субъединица HIF-α стабилизируется за счет 
фосфорилирования при участии протеин-
киназы  p38 Mitogen-Activated Protein Kinases 
(p38-MAPK), транслоцируется в ядро и гете-
родимеризуется с HIF-1β. Образующийся ком-
плекс, в свою очередь, активирует гены-мише-
ни путем связывания с HREs [19, 21, 22].

В ряде работ показано, что при воспали-
тельных и опухолевых процессах повышается 
экспрессия мРНК и стабилизируется белок 
HIF-α. Воспалительные процессы регулиру-
ются ядерным фактором NF-κB  [5, 23–26] на 
транскрипционном и трансляционном уров-
нях, в то время как катаболические процессы, 
в  т.ч. аутофагия, зависят от активности про-
теинкиназы  mTOR (mammalian Target Of Ra-
pamycin) [27–29], являющейся мишенью рапа-
мицина у млекопитающих.

На мышах с дефицитом β-киназы  IκB 
(IKKβ) показано, что при гипоксическом воз-
действии (8 ± 0,1% O2) в течение 24 ч проис-
ходит активация NF-κB, что приводит к уве-
личению экспрессии мРНК  HIF-1a благодаря 
наличию сайта связывания NF-κB в промоторе 
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этого гена  [5]. Эти два транскрипционных 
фактора взаимосвязаны, поскольку экспрессия 
NF-κB активируется при низкой концентрации 
кислорода, подобно HIF-1α. При нормоксии 
с помощью  PHD1 происходит гидроксилиро-
вание субъединицы  IKKβ, что приводит к ее 
убиквитинированию при участии pVHL  [30]. 
При длительной гипоксии происходит инакти-
вация PHD1, что приводит к увеличению актив-
ности  IKKβ, деградации ингибитора α-субъ-
единицы NF-κB (IκBα) и повышению экспрес-
сии NF-κB [31]. После синтеза белка NF-κB он 
транслоцируется в ядро, где, взаимодействуя с 
сайтом связывания в гене  HIF1A, увеличивает 
его экспрессию [5]. В последующем происходит 
транскрипция генов, индуцированных гипок-
сией, а также некоторых генов, кодирующих 
провоспалительные белки. Лимитирующим фак-
тором при активации путей NF-κB и HIF явля-
ется коактиватор CBP/p300, за который конку-
рируют оба транскрипционных фактора [32].

Другой путь, влияющий на синтез белка 
HIF-α, опосредован серин/треониновой про-
теинкиназой mTOR. Она имеет большое коли-
чество мишеней и, соответственно, функций, 
среди которых участие в метаболизме глюко-
зы, особенно в условиях гипоксии и связан-
ных с ней патологических состояний, таких 
как канцерогенез. mTOR активирует HIF-1α, 
что стимулирует экспрессию гликолитических 
ферментов и способствует переключению ме-
таболизма углеводов с окислительного фосфо-
рилирования на гликолиз  [33]. Белок  mTOR 
осуществляет активацию транскрипции мРНК 
зависимых генов за счет фосфорилирования 
эукариотического фактора инициации 4E-свя-
зывающего белка  1 (4E-BP1) и рибосомаль-
ной S6-киназы (S6K) [34]. На эндотелиальных 
клетках пупочной вены человека  (HUVEC) 
и линии опухолевых клеток  HeLa было пока-
зано, что уровни экспрессии HIF-1α и HIF-2α 
увеличиваются путем активации сигнального 
пути mTOR [35], что доказывает его регулятор-
ную роль для HIF-1α и HIF-2α.

Помимо канонического кислородзависи-
мого пути регуляции, существуют дополни-
тельные механизмы, контролирующие реак-
цию на гипоксическое воздействие, одним из 
которых является РНК-интерференция при 
участии мкРНК [36]. Действие мкРНК позво-
ляет клеткам быстро реагировать на изменение 
условий среды благодаря небольшому размеру, 
высокой скорости синтеза и быстрому «вклю-
чению» и «выключению» трансляции мРНК-
мишеней [37]. Понимание регуляторных меха-
низмов, участвующих в адаптации организма к 
дефициту кислорода, имеет важное значение, 

поскольку гипоксия играет ключевую регуля-
торную роль в механизмах воспалительных, сер-
дечно-сосудистых и опухолевых заболеваний.

Изоформы HIF-α. Экспрессия изоформ 
HIF зависит от видов тканей и клеток и пе-
риода онтогенеза. Так, HIF-1α участвует в 
эмбриональном развитии млекопитающих в 
качестве регулятора метаболизма, поэтому в 
этот период онтогенеза он локализован во всех 
клетках и тканях [38]. HIF-2α имеет более се-
лективное распределение и экспрессируется 
преимущественно в эндотелиальных клетках, 
клетках глии, пневмоцитах типа  II, кардио-
миоцитах и фибробластах [39].

Активация изоформ HIF зависит от дли-
тельности гипоксического воздействия. На раз-
личных клеточных линиях человека пока-
зано, что HIF-1α регулирует ответ на острый 
недостаток кислорода (инкубация клеток ме-
нее 2  ч при концентрации  O2, равной  0,5%), а 
HIF-2α  – на длительный (инкубация клеток 
более 14 ч при концентрации O2, равной 0,5%). 
Регуляция переключения HIF-1α и HIF-2α при 
реализации ответа на недостаток кислорода во 
многом зависит от активности гидроксилаз. 
Показано, что PHD2 имеет большее сродство к 
HIF-1α, а PHD3 – к HIF-2α [40], при этом сам 
HIF-2α гидроксилируется как PHDs, так и FIH 
менее эффективно, что приводит к стабили-
зации данной изоформы в условиях высокого 
содержания кислорода [41].

При исследовании первичной аминокис-
лотной последовательности между изоформами 
HIF-1α и HIF-2α была обнаружена гомология, 
которая составила 48%  [42]. Однако HIF-2α 
распределен в ядре в зонах активности РНК-
полимеразы, что обеспечивает лучший доступ 
к промоторам генов-мишеней, в отличие от 
HIF-1α, который равномерно распределен в 
ядре  [43]. Более того, изоформа HIF-2α имеет 
бо льшие размеры и ряд специфических мише-
ней для регуляции транскрипции и трансляции 
этой молекулы [42].

HIF-3α является наименее изученной изо-
формой и имеет несколько разных вариантов, 
образующихся в процессе альтернативного 
сплайсинга. Ген HIF3A человека имеет 19 пред-
сказанных вариантов, однако установлено, 
что белок-кодирующими являются лишь  8  – 
HIF-3α1, HIF-3α2, HIF-3α3, HIF-3α4, HIF-3α5, 
HIF-3α7, HIF-3α8 и  HIF-3α9  [44]. Выявлены 
значительные различия в уровнях экспрессии 
и тканеспецифичности вариантов HIF-3α [45]. 
Варианты транскриптов HIF-3α обнаружены в 
различных органеллах клеток и в тканях серд-
ца, головного мозга, плаценты, легких, пече-
ни, почек, поджелудочной железы, скелетных 
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Таблица 1. Особенности структуры, локализации, регуляции, функций и экспрессии изоформ HIF-α

HIF-1α HIF-2α HIF-3α

Структура

826 а.о.; 
имеются ДНК-связывающий 
домен, домены PAS, ODDD 
(содержит 2 остатка пролина), 
NTAD, CTAD (содержит 
1 остаток аспарагина) [14, 15]

870 а.о.; 
имеются ДНК-связывающий 
домен, домены PAS, ODDD 
(содержит 2 остатка пролина), 
NTAD, CTAD (содержит 1 остаток 
аспарагина) [14, 15]

669 а.о.; 
имеются ДНК-связывающий 
домен, домены PAS, ODDD 
(содержит 1 остаток пролина), 
NTAD, LZIP [46, 47];
выявлено 8 белок-кодирующих 
сплайс-вариантов [44]

Локализация

экспрессируется во всех клетках 
и тканях [38]; равномерно 
распределен в ядре клетки [43]

экспрессируется преимущественно 
в эндотелиальных клетках, клетках 
глии, пневмоцитах типа II, кар-
диомиоцитах и фибробластах [39]; 
в ядре клетки локализуется в зонах 
активности РНК-полимеразы [43]

экспрессируется в различных 
органеллах клеток и в тканях 
сердца, головного мозга, пла-
центы, легких, печени, почек, 
поджелудочной железы, 
скелетных мышц и хрящей [46]

Регуляция

в условиях нормоксии осуще-
ствляется гидроксилирование 
по 2 остаткам пролина в ODDD 
и по 1 остатку аспарагина – 
в CTAD, что приводит к 26S-про-
теасомной деградации [19, 20]; 
в условиях гипоксии осущест-
вляется фосфорилирование, 
транслокация в ядро, гетеро-
димеризация с субъединицей 
HIF-1β, распознавание HREs 
и активация транскрипции 
зависимых генов [19, 21, 22]

в условиях нормоксии осуще-
ствляется гидроксилирование 
по 2 остаткам пролина в ODDD 
и по 1 остатку аспарагина – 
в CTAD, что приводит к 26S-про-
теасомной деградации [19, 20]; 
в условиях гипоксии осуществля-
ется фосфорилирование, трансло-
кация в ядро, гетеродимеризация 
с субъединицей HIF-1β, 
распознавание HREs и активация 
транскрипции зависимых 
генов [19, 21, 22]

в условиях нормоксии осуще-
ствляется гидроксилирование 
по 1 остатку пролина в ODDD, 
чего недостаточно для 
26S-протеа сомной деградации, 
поэтому белок медленно 
накапливается в клетке [47]; 
в условиях гипоксии продолжает 
накапливаться и реализует свой 
эффект при длительном 
гипоксическом воздействии [53]

Функции

активация транскрипции 
генов VEGFA и переносчика 
глюкозы 1 [48], генов, кодирую-
щих ферменты гликолиза, неко-
торых проангиогенных генов, 
генов, регулирующих pH [49]; 
играет роль в передаче сигналов 
от рецептора инсулина, передаче 
сигналов MAPK и метаболизме 
инозитолфосфата [55]

активация транскрипции 
генов VEGFA и переносчика 
глюкозы 1 [48], генов, кодирующих 
матриксные металлопротеиназы, 
гена эритропоэтина [50]

негативный регулятор изоформ 
HIF-1α и HIF-2α (нарушает 
транслокацию в ядро и последую-
щую активацию транскрипции 
зависимых генов) [52]; 
усиливает экспрессию генов, 
участвующих в метаболизме 
глюкозы и аминокислот, апоптозе, 
протеолизе, передаче сигналов 
онкосупрессорного белка p53 
и рецепторов PPAR; 
усиливает экспрессию генов 
в сигнальных путях Jak-STAT 
и рецепторов NLR [55]

Экспрессия относительно времени гипоксического воздействия

экспрессия увеличивается 
при кратковременной гипоксии 
(менее 2 ч) или в первые часы 
длительного гипоксического 
воздействия [40, 41]

экспрессия увеличивается 
при длительном гипоксическом 
воздействии (более 14 ч) [40, 41]

экспрессия увеличивается 
при длительном гипоксическом 
воздействии и влияет 
на переключение изоформ HIF-1α 
и HIF-2α [52]
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мышц и  хрящей. Также показано, что у чело-
века в антенатальном периоде активно экс-
прессируется вариант HIF-3α4, в то время 
как в постнатальном периоде экспрессия всех 
вариантов HIF-3α была выше, а преобладал 
вариант HIF-3α7  [46]. Варианты HIF-3α име-
ют некоторые структурные особенности по 
сравнению с HIF-1α и HIF-2α. В  отличие от 
HIF-1α и HIF-2α, изоформа HIF-3α в ODDD 
имеет только 1 остаток пролина, который под-
вергается гидроксилированию, однако это-
го недостаточно для рекрутирования  pVHL. 
Поэтому в условиях нормоксии не происходит 
протеасомной деградации HIF-3α  [47]. Также 
варианты HIF-3α имеют домен типа «лейци-
новая молния»  (LZIP), участвующий в реали-
зации белок-белковых взаимодействий, отли-
чающихся от тех, которые осуществляются 
HIF-1α и HIF-2α [46]. Еще одним отличием от 
HIF-1α и HIF-2α является то, что гидроксили-
рование, опосредованное FIH, вероятнее все-
го, не играет роли в регуляции HIF-3α, так как 
в нем отсутствует CTAD, содержащий аспара-
гин в изоформах HIF-1α и HIF-2α [45].

Изоформы HIF характеризуются функ-
циональными различиями. В  условиях гипок-
сии HIF-1α и HIF-2α связываются с одним 
и тем же  HIF-1β. При этом HIF-1α и HIF-2α 
имеют как уникальные, так и схожие гены-
мишени [14, 15]. Общие мишени представлены 
генами  VEGFA и переносчика глюкозы  1  [48]. 
HIF-1α также индуцирует экспрессию генов, 
кодирующих ферменты гликолиза, некоторых 
проангиогенных генов и генов, регулирую-
щих pH [49]. HIF-2α стимулирует экспрессию 
генов, кодирующих матриксные металлопро-
теиназы, и гена эритропоэтина  [50]. Пока-
зано, что HIF-1α регулирует начальные этапы 
ангиогенеза, а заключительные стадии ремо-
делирования и стабилизации сосудистой сети 
контролирует HIF-2α  [51]. HIF-3α, в свою 
очередь, может играть разные и даже противо-
положные роли в регуляции экспрессии зави-
симых генов благодаря разнообразию вариан-
тов. В работе Heikkilä et al. [52] были получены 
данные о взаимодействии HIF-3α с  HIF-1α 
и  HIF-2α. Показано, что взаимодействие лю-
бого из транскриптов HIF-3α и HIF-1α при-
водит к нарушению транслокации обеих этих 
изоформ в ядро и последующему ингибирова-
нию транскрипции зависимых генов. Тот же 
эффект описан для взаимодействия HIF-3α 
и HIF-2α, однако, по результатам коиммуно-
преципитации, взаимодействие с изоформой 
HIF-1α было намного сильнее. Таким образом, 
HIF-3α выступает в роли негативного регуля-
тора для изоформ HIF-1α и HIF-2α [52]. Соот-

ветственно, активация HIF-3α представляет 
собой петлю отрицательной обратной связи, 
что позволяет в условиях недостатка кисло-
рода регулировать функциональное состоя-
ние клеток и организма в целом [45]. Поэтому 
варианты HIF-3α, действующие как негатив-
ные регуляторы изоформ HIF-1α и HIF-2α, 
должны быть своевременно активированы для 
адаптации клеток к условиям среды, что реа-
лизуется за счет действия мкРНК [53].

Однако некоторые варианты HIF-3α имеют 
функции, частично перекрывающиеся с функ-
циями HIF-1α, что может свидетельствовать о 
том, что HIF-3α  – это не только негативный 
регулятор  [54]. Показано, что как HIF-3α, так 
и HIF-1α могут повышать экспрессию генов, 
участвующих в метаболизме глюкозы и амино-
кислот, апоптозе, протеолизе, передаче сиг-
налов онкосупрессорного белка  p53 и рецеп-
торов  PPAR (Peroxisome Pro liferator-Activated 
Receptor). HIF-3α, но не HIF-1α, увеличивает 
экспрессию генов сигнальных путей  Jak-STAT 
(Janus kinase-Signal Transducer and Activator of 
Transcription) и рецепторов  NLR (Nucleotide 
oligomer ization domain (NOD)-Like Receptors). 
В  отличие от HIF-3α, HIF-1α способен акти-
вировать ген VEGFA, передачу сигналов от 
рецептора инсулина, сигналы MAPK и мета-
болизм инозитолфосфата  [55]. Необходимо 
проведение дальнейших исследований, посвя-
щенных регуляторной роли различных изо-
форм HIF в адаптации к условиям недостатка 
кислорода и эффектов, к которым приводит их 
взаимодействие.

В работе Jaskiewicz et al. [56] показано, что 
в эндотелиальных клетках человека в ответ 
на длительную гипоксию (48  ч при  0,9%  O2) 
повышается содержание HIF-3α2, что сопро-
вождается накоплением каспазы-3/7. Однако 
молекулярные механизмы индукции гипок-
сической гибели клеток HIF-3α не извест-
ны [56]. Обобщенная информация об особен-
ностях разных изоформ HIF-α представлена 
в табл. 1.

Следует отметить, что переключение ак-
тивности изоформ HIF сопровождается изме-
нением уровней  мкРНК, в  т.ч. miR-210, что 
будет подробнее обсуждаться ниже [57].

мкРНК – БИОГЕНЕЗ, 
МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ, ВЛИЯНИЕ HIF

Биогенез и механизм действия мкРНК. Пер-
воначально мкРНК транскрибируются как обыч-
ные мРНК и образуют при-мкРНК, содержащую 
в своем составе как минимум 1  шпильку  [58]. 
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Рис. 3. Биогенез мкРНК. а – Формирование при- и пре-мкРНК с участием эндонуклеаз Drosha и DGCR8 и экспорт 
из ядра; б  –  разрезание белком Diсer и образование зрелой мкРНК; в  –  объединение мкРНК с комплексом AGO 
и отщепление пассажирской цепи; г  –  распознавание мРНК-мишени комплексом  RISC; д  –  эффект, оказываемый 
мкРНК на мРНК-мишень. DGCR8 – белок гена 8 критической области синдрома Ди Джорджи; AGO – белки семей-
ства Argonaute; RISC – RNA-Induced Silencing Complex

Далее микропроцессорный комплекс, главную 
роль в работе которого играют эндонуклеаза 
Drosha и белок, связывающий двухцепочечный 
фрагмент РНК, называемый Pasha или DGCR8 
(белок гена  8 критической области синдрома 
Ди  Джорджи)  [59], отщепляет одноцепочеч-
ные «хвосты», а полученная пре-мкРНК 
транслоцируется в цитоплазму при участии 
белка Exportin-5 [60] (рис. 3, а). В цитоплазме 
РНКаза  III Dicer расщепляет предшествен-
ник мкРНК возле петли с образованием зре-
лой малой двухцепочечной РНК  (рис.  3,  б). 
Дуплекс мкРНК связывается с белками се-
мейства Argonaute  (AGO), и с одной из цепей 
образуется комплекс RISC (RNA-Induced 
Silencing Complex), а вторая цепь дегради-
рует  [61] (рис.  3,  в). У  млекопитающих каж-
дый из четырех белков подсемейства  AGO 
(AGO1–4) может репрессировать трансляцию 
своих мРНК-мишеней, но только AGO2 спо-
собен расщеплять их. Вошедшая в состав ком-
плекса мкРНК играет роль матрицы для рас-
познавания мРНК-мишени (рис.  3,  г). При 
полной комплементарности молекул AGO  рас-
щепляют мРНК-мишень, приводя к ее дегра-
дации, при неполной  – «выключение» гена 
реализуется за счет временной остановки 
трансляции [62] (рис. 3, д).

Для удобства работы с большим количе-
ством мкРНК была создана единая система 
номенклатуры этих молекул  – база данных 
miRbase [63, 64]. В соответствии с номенклату-
рой, каждой miR (microRNA) присваивается 
номер в порядке обнаружения, который присое-
диняется к префиксу «miR»  (например, miR-210). 
Перед префиксом часто используют еще 3 бук-
вы, которые обозначют видовую принадлеж-
ность (например, hsa-miR-210 для Homo sapiens). 
Степень созревания молекулы обозначают 
«mir», если речь идет о гене или предшествен-
нике мкРНК (при-мкРНК или пре-мкРНК), 
или «miR» – для обозначения зрелой мкРНК. 
Последовательности с одной или двумя заме-
нами оснований имеют специальный суф-
фикс, следующий сразу после номера (напри-
мер, miR-20a). Некоторые предшественники 
мкРНК могут давать начало двум зрелым мо-
лекулам, по одной из каждого плеча. В  таком 
случае к названию мкРНК может добавляться 
еще один суффикс  – -3p или -5p (например, 
miR-30a-3p).

Эндонуклеазы Drosha и Dicer могут по- 
разному разрезать одни и те же при- и пре-
мкРНК, что приводит к образованию мкРНК, 
которые имеют некоторые различия в нуклео-
тидной последовательности и называются изо-



СИЛИНА и др.920

БИОХИМИЯ том 88 вып. 6 2023

мирами [65]. Такие различия могут приводить 
к изменению мишеней, что расширяет воз-
можности регуляции и создает дополнитель-
ные проблемы в изучении этих малых некоди-
рующих мкРНК.

На данный момент главной трудностью 
в исследованиях функционирования мкРНК 
является идентификация мишеней, так как 
каждая из последних может регулироваться 
несколькими  мкРНК  [13]. Для наиболее точ-
ного определения необходимо использовать 
комплексный подход  – изучение генов и бел-
ков- мишеней, проведение полноэкзомного сек-
венирования и использование методов биоин-
форматики.

Разработано несколько подходов для иден-
тификации мРНК-мишеней. Одним из мето-
дов, применяемых для изучения мкРНК, яв-
ляется иммунопреципитация, в основе кото-
рой лежит взаимодействие белков, ассоци-
ированных с комплексом  RISC, содержащим 
направляющую цепь и мРНК-мишень, и специ-
фичных к ним антител  [66]. Иммунопреципи-
тированные мкРНК и мРНК затем необходимо 
анализировать с помощью высокопроизводи-
тельного секвенирования для идентификации 
потенциальных мишеней мкРНК.

Другой метод исследования основан на 
технологии SILAC (Stable Isotope Labelling with 
Amino acids in Cell culture). Клетки культиви-
руют в питательной среде, содержащей неза-
менимые аминокислоты, меченные тяжелы-
ми изотопами, исследуют с помощью масс-
спектрометрического анализа и определяют 
содержание меченых аминокислот за счет со-
отношения интенсивностей пептидных пиков. 
При изучении в культуре клеток  HeLa был 
получен белковый профиль в ответ на нок-
даун или сверхэкспрессию мкРНК в рамках 
всего протеома  [67]. Данный метод позволяет 
проводить оценку возникающих вариаций 
вскоре после индукции изменений в экспрес-
сии мкРНК.

Одним из недавно описанных методов 
идентификации мкРНК-мишеней стал скри-
нинг мутагенеза 3′-нетранслируемой области 
на основе технологии CRISPR-Cas9, который 
описали Froehlich et al [68]. Данный подход по-
зволяет проводить одновременный анализ не-
скольких регуляторных последовательностей, 
оценивая функциональность сайтов связыва-
ния мкРНК на мРНК-мишени [68].

Тем не менее, исходя из важной регулятор-
ной роли мкРНК для большого количества ге-
нов, вопрос изучения их биогенеза и функций 
остается одним из актуальных для молекуляр-
ной биологии в настоящее время.

Влияние HIF на мкРНК. Показано, что на 
биогенез мкРНК оказывает влияние HIF-1α, 
экспрессия которого увеличивается в услови-
ях недостатка кислорода  [69]. Активация 
ответа на гипоксию приводит к снижению 
синтеза белков DGCR8, Exportin  5, Dicer, 
AGO1 и  AGO2  [70]. Однако более поздние 
исследования свидетельствуют о том, что 
HIF-1α активирует пролил-4-гидроксилазу 
коллагена типа  I  (cP4HI), которая усиливает 
пролилгидроксилирование и эндонуклеазную 
активность AGO2 [71]. Для другого члена под-
семейства белков  AGO, AGO4, также опи-
сана положительная регуляция эукариоти-
ческим фактором инициации трансляции 
2C4  (EIF2C4), экспрессию которого усили-
вает HIF-1α. Все эти события приводят к ин-
дукции экспрессии таких мкРНК как miR-107, 
miR-155, miR-210 и др. [53].

Таким образом, данные исследований 
разных лет о влиянии активации HIF-1α на 
мкРНК противоречивы. С  одной стороны, 
активация ответа на недостаток кислорода 
ингибирует белки биогенеза  мкРНК, но, по 
другим данным, наоборот, повышает их актив-
ность. Известно, что клетки различных тка-
ней организма имеют разную устойчивость 
к гипоксии  [72]. Возможно, возникшее про-
тиворечие можно связать с тем, что в описан-
ных выше работах не была проведена оценка 
исходной устойчивости к недостатку кисло-
рода, хотя известно, что активность белков, 
участвующих в адаптации к гипоксии (HIF-1α, 
VEGF и  др.), различается у высоко- и низко-
устойчивых организмов. Данная гипотеза мо-
жет стать основой для будущих исследований 
взаимосвязи HIF и  мкРНК. Кроме того, дан-
ное противоречие может быть обусловлено 
особенностями клеточной линии, на которой 
проводятся эксперименты, и концентрацией 
кислорода, используемой для гипоксического 
воздействия.

Помимо влияния на синтез белков биоге-
неза мкРНК, изоформы HIF-α способны ока-
зывать действие на экспрессию самих мкРНК. 
На  сегодняшний день ключевой мкРНК ги-
поксического ответа считается  miR-210, так 
как ее уровень экспрессии изменяется в зави-
симости от содержания кислорода в окружаю-
щей среде. Она имеет элементы HREs, распо-
ложенные на  400  п.н. выше своего основного 
промотора. HREs высококонсервативны у раз-
ных видов, что позволяет предположить, что 
регуляция HIF-1α играет ключевую роль в 
жизнедеятельности организмов  [73]. В  экс-
перименте, проведенном на эндотелиальных 
клетках пупочной вены человека, подвергаю-
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щихся действию 1%-ного кислорода в течение 
разных временных промежутков, было показа-
но, что уровень miR-210 через 4 ч был в 35 раз 
выше, чем в контрольной группе, а актива-
ция miR-210 была обратно пропорциональна 
парциальному давлению  О2. Для оценки роли 
HIF в данной работе блокировали изофор-
мы HIF-1α и HIF-2α, однако ингибирование 
синтеза только HIF-1α приводило к сниже-
нию индукции miR-210  [74]. Следовательно, 
miR-210 является специфической мишенью 
для HIF-1α.

В недавно проведенном исследовании по-
казано, что воздействие гипоксии (0,9%  O2) 
на  HUVEC в течение 20  ч приводит к посте-
пенному накоплению и последующему мед-
ленному снижению экспрессии мкРНК, что 
является результатом активации адаптивного 
ответа на недостаток кислорода. Наблюдалось 
четкое деление репертуара экспрессируемых 
мкРНК при острой  (2  ч) и длительной (16  ч) 
гипоксии, что соответствует периодам наи-
большей активности HIF-1α и HIF-2α соот-
ветственно. Для более детального изучения 
была выбрана временная точка 8 ч, поскольку 
это был переходный момент времени между 
кратковременной и длительной гипоксией 
и временем, когда обе изоформы были ак-
тивны. После проведения секвенирования 
и биоинформатической обработки данных 
было идентифицировано 5  общих мкРНК-
мишеней – miR-210, miR-520d-3p, miR-98-3p, 
miR-4745-5p и miR-139-5p  [57]. Более того, 
для ключевой мкРНК гипоксического ответа, 
miR-210, было найдено  12 и  18  HREs, специ-
фичных к HIF-1α и HIF-2α, что опровергает 
описанное ранее селективное действие HIF-1α 
на эту мкРНК [74].

HIF-зависимое повышение экспрессии 
miR-210 выявлено в опухолях молочной же-
лезы, легких, толстой кишки, поджелудоч-
ной железы  [75]. Уровень экспрессии miR-210 
коррелирует со стадией опухолевой прогрес-
сии, поэтому в перспективе его можно ис-
пользовать в качестве прогностического био-
маркера [76].

Другой важной мкРНК, экспрессия кото-
рой регулируется HIF-1α, является miR-122, 
промотор которой имеет 2 HREs. В исследова-
нии, проведенном на клетках печени  HepG2, 
было показано, что miR-122 является селек-
тивной мишенью для HIF-1α, который взаи-
модействует с обоими  HREs. Для HIF-2α та-
кой эффект показан не был  [77]. Более того, 
miR-122 так же влияет на адаптацию метабо-
лизма клетки к условиям гипоксии, что будет 
обсуждаться далее.

УЧАСТИЕ мкРНК В РЕГУЛЯЦИИ 
КЛЕТОЧНОГО ОТВЕТА НА ГИПОКСИЮ

Адаптация к гипоксии, как один из важ-
нейших механизмов, необходимых для выжи-
вания организма, оказывает влияние на кле-
точные процессы и зависит от различных фак-
торов  [74]. На  сегодняшний день описано 
более 100  мкРНК, участвующих в регуляции 
HIF-опосредованного ответа на гипоксию [78, 
79]. К сожалению, не для всех идентифициро-
ванных молекул проведено достаточно иссле-
дований, чтобы подтвердить их участие в адап-
тации к недостатку кислорода. Далее будут 
рассмотрены наиболее подробно изученные в 
настоящее время мкРНК, регулирующие ответ 
на гипоксию.

МкРНК, участвующие в регуляции кле-
точного ответа на гипоксию, можно разделить 
на 3  группы. Во-первых, это молекулы, кото-
рые оказывают воздействие на мРНК генов, 
кодирующих  HIF, и, таким образом, подав-
ляют синтез его изоформ  [80, 81]. Во-вторых, 
это группа мкРНК, которая влияет на дегра-
дацию α-субъединиц HIF при нормоксии [82]. 
И в-третьих, – мкРНК, влияющие на экспрес-
сию белков, участвующих в реализации мета-
болических путей при ответе на гипоксию  – 
гликолиз, окислительное фосфорилирование 
и др. [74, 83, 84] (рис. 4).

К группе мкРНК, ингибирующих синтез 
транскрипционных факторов семейства  HIF, 
относятся miR-20a, miR-150, miR-155, miR-519c, 
miR-153, miR-30c-2-3p, miR-30a-3p, miR-145, 
miR-429 и  miR-107. Общий механизм их дей-
ствия  – комплементарное взаимодействие с 
соответствующим сайтом связывания, приво-
дящее к временной репрессии трансляции или 
деградации мРНК одной из изоформ HIF.

HIF-1α, как главный регулятор ответа орга-
низма на недостаток кислорода, является ми-
шенью для мкРНК. Показано, что miR-20а [85], 
miR-155 [86], miR-150 [87] и miR-519c [81] име-
ют сайты связывания в 3′-нетранслируемой об-
ласти HIF-1α и играют роль негативных регу-
ляторов синтеза данной субъединицы.

На линии эндотелиальных клеток микро-
сосудов сетчатки человека  (hRMECs) пока-
зано, что в условиях 12-часовой гипоксии 
(5% CO2 и 95% N2), которая является стрессо-
вым фактором для клеток, в эндоплазматиче-
ском ретикулуме происходит накопление бел-
ков с неправильной конформацией в связи с 
недостатком энергетических ресурсов и изме-
нением окислительно-восстановительного по-
тенциала клетки  [88]  (рис.  5). Это приводит к 
активации трансмембранных сенсоров, которая 
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Рис. 4. Мишени некоторых мкРНК в регуляции клеточного ответа на гипоксию: miR-210 участвует в регуляции тран-
скрипции генов-мишеней HIF и зависит от HIF-1α; miR-424 влияет на белки, осуществляющие деградацию HIF 
в условиях нормоксии; miR-20a, miR-150, miR-155, miR-153 и miR-519c охарактеризованы как регуляторы трансляции 
HIF-1α; miR-30c-2-3p, miR-30a-3p и miR-145  – HIF-2α; miR-429  – HIF-3α; miR-107  – HIF-1β. HIFs  – гены  HIF1A, 
EPAS1, HIF3A; HIFs  – белки HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α; HREs  – элементы ДНК, отвечающие на гипоксию; AGO  – 
белки семейства Argonaute

определяет дальнейшую судьбу клетки при 
длительном недостатке кислорода. Один из 
них, IRE1 (Inositol-Requiring Enzyme 1), акти-
вирует белок  XBP1 (X-Box Binding Protein  1), 
который является важным фактором тран-
скрипции. Liang et al. [89] показали, что XBP1 
индуцирует экспрессию miR-153 путем связы-
вания с промотором  PTPRN (Protein Tyrosine 
Phosphatase Receptor Type N) за счет того, что 
промотор miR-153 расположен в этом же гене. 
Далее эта мкРНК связывается с 3′-нетранслируе-
мой областью мРНК HIF1A, подавляя его син-
тез и ингибируя VEGF-зависимый ангиогенез.

Идентифицировано несколько miR, регу-
лирующих HIF-2α, в основном в линиях опу-
холевых клеток. Однако зависимость их регу-
ляции от гипоксии изучена недостаточно. 
Показано, что miR-30c-2-3p и miR-30a-3p, свя-
зываясь с 3′-нетранслируемой областью мРНК 
гена  EPAS1, кодирующего HIF-2α, подавляют 
его синтез без изменения уровня или активно-
сти HIF-1α [90]. Zhang et al. [91] показали, что 
3′-нетранслируемая область мРНК EPAS1 так-
же содержит сайт связывания miR-145, повы-
шение экспрессии которой в условиях нормо-
ксии снижает уровни как мРНК, так и самого 
белка HIF-2α.

Изоформа HIF-3α также регулируется с 
помощью мкРНК. Bartoszewska et al.  [92] про-
демонстрировали, что miR-429 активируется в 

условиях гипоксии после связывания HIF-1α 
с  HREs, транслоцируется из ядра в цитоплаз-
му, где, связываясь с мРНК  HIF1A, вызывает 
ее деградацию, создавая петлю отрицательной 
обратной связи. Позже эта же группа исследо-
вателей изучала влияние miR-429 на HIF-3α 
и обнаружила, что регуляция экспрессии дей-
ствительно существует, и она осуществляется 
через 3′-нетранслируемую область вариантов 
HIF-3α2 и  HIF-3α3. Благодаря этому меха-
низму происходит переключение экспрессии 
с HIF-1α на HIF-3α при длительной гипок-
сии (48  ч при концентрации  O2, равной  1%). 
Экспрессия HIF-1α блокируется miR-429, что 
приводит к последующему снижению количе-
ства самой мкРНК и накоплению HIF-3α, что 
позволяет организму выжить в условиях дли-
тельного недостатка кислорода [54].

HIF-1β, как и различные изоформы α-субъ-
единицы, может регулироваться  мкРНК. 
Yamakuchi  et  al.  [80] исследовали экспрессию 
мкРНК у больных раком толстой кишки с ис-
пользованием микрочипов и последующей био-
информатической обработкой и обнаружили, 
что miR-107 может быть мишенью для  р53 и 
регулятором  HIF-1β. Белок  p53 в организме 
супрессирует образование опухолевых клеток 
за счет ингибирования их пролиферации и 
стимуляции апоптоза. Однако мутации в  p53 
являются частой причиной нарушения этих 
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Рис. 5. Механизм действия гипоксии, как стрессового фактора, на экспрессию miR-153 с последующим ингибирова-
нием активации транскрипции  VEGF. ЭПР  – эндоплазматический ретикулум; IRE1  – Inositol-Requiring Enzyme  1; 
XBP1 – X-Box Binding Protein 1; PTPRN – Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type N; VEGF – фактор роста эндо-
телия сосудов; HREs – элементы ДНК, отвечающие на гипоксию

механизмов, что индуцирует развитие опухо-
лей [93]. Показано, что 3′-нетранслируемая об-
ласть гена  ARNT, кодирующего белок  HIF-1β, 
содержит сайт связывания miR-107, а оказывае-
мое действие ведет к снижению синтеза VEGF 
и, таким образом, нарушает адаптацию к недо-
статку кислорода. Эта работа была одним из 
первых свидетельств того, что регуляция ответа 
на гипоксию зависит не только от HIF-1α, но 
и от HIF-1β  [80]. Позже это было подтвержде-
но Deng  et  al.  [94] в ходе изучения регуляции 
ремоделирования сосудов при легочной гипер-
тензии miR-103/107 посредством воздействия 
на HIF-1β.

Другие мкРНК, в частности miR-424 и 
miR-122, реализуют свои эффекты, влияя на 
синтез белков, участвующих в деградации HIF 
при нормоксии.

Как упоминалось выше, α-субъединица 
HIF в условиях нормоксии подвергается про-
теасомной деградации  [45]. В  комплекс убик-
витинлигазы Е3, помимо pVHL, входит каркас-
ный белок CUL2 (Cullin-2), блокировка синте-
за которого приводит к дестабилизации ком-
плекса и остановке разрушения HIF-α  [95]. 
При изучении профиля мкРНК в эндотели-
альных клетках человека в условиях гипоксии 
наблюдалось увеличение экспрессии miR-424, 
приводящее к повышению содержания белков 

HIF-1α и HIF-2α. Для идентификации мише-
ни этой мкРНК использовались алгоритмы, 
согласно которым были получены данные о 
том, что miR-424, действуя на 3′-нетрансли-
руемую область  CUL2, дестабилизирует ком-
плекс  Е3, что ведет к нарушению деградации 
HIF-α, и, как следствие, адаптации клеток к 
гипоксии [82].

Как упоминалось выше, помимо того, что 
miR-122 сама регулируется HIF-1α, она спо-
собна поддерживать выживаемость организма 
при гипоксии. Мишенью этой мкРНК является 
3′-нетранслируемая область мРНК гена EGLN2, 
кодирующего PHD1, которая осуществляет 
гидроксилирование α-субъедицы HIF в усло-
виях нормоксии. Соответственно, при взаимо-
действии miR-122 с мРНК  EGLN2 происходит 
нарушение синтеза фермента, что приводит к 
стабилизации HIF-1α и последующей реализа-
ции зависимых от него эффектов [77].

Третья группа мкРНК включает miR-210, 
которая осуществляет ингибирование синтеза 
белков, участвующих в метаболической адап-
тации к гипоксии, которая заключается в пе-
реключении с окислительного фосфорилиро-
вания на гликолитический путь.

Для miR-210, регулирующей гипоксиче-
ский ответ, идентифицировано более 10  ми-
шеней, участвующих в ангиогенезе  [74], диф-
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ференцировке остеобластов  [96], изменении 
потребления кислорода митохондриями  [83]. 
3′-Нетранслируемые области транскриптов 
белков, участвующих в сборке железосерных 
кластеров ISCU1 и ISCU2 (Iron-Sulfur Cluster 
assembly proteins), были описаны как мишени 
для действия miR-210. Основная роль этих 
белков  – обеспечение транспорта электронов 
и окислительно-восстановительных реакций 
в метаболизме различных молекул  [97]. Нару-
шение этих функций в результате подавления 
miR-201 синтеза ISCU1 и  ISCU2 приводит 
к блокировке митохондриального дыхания и 
переключению на гликолиз  («эффект Варбур-
га»)  [83], что необходимо для адаптации орга-
низма к условиям недостатка кислорода.

Благодаря большому разнообразию мкРНК, 
а тем более их потенциальных мишеней, про-
блема их участия в молекулярных механиз-
мах гипоксии и ее контроля важна в изучении 
адаптации к условиям среды, канцерогенеза, 
воспалительных процессов и старения.

Таким образом, на основании анализа лите-
ратурных данных можно сделать заключение, 
что многие мкРНК взаимодействуют с тран-
скрипционными факторами семейства  HIF и 
регулируют адаптацию клеток и организма в 
целом к условиям гипоксии (табл. 2).

РОЛЬ ИСХОДНОЙ УСТОЙЧИВОСТИ 
К ГИПОКСИИ И мкРНК 

ПРИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Особенности течения воспалительных забо-
леваний в зависимости от исходной устойчиво-
сти к гипоксии. Показано, что как у лабора-
торных животных, так и у людей существуют 
различия в устойчивости к гипоксии, которая 
зависит от пола, возраста, наличия сопут-
ствующих заболеваний, а также суточных, 
сезонных и инфрадианных биоритмов  [6, 7]. 
Устойчивость к гипоксии во многом опреде-
ляется полиморфизмом генов  HIF1A, VEGF и 
супероксиддисмутазы  SOD2, регулирующих 
адаптивный ответ на гипоксию. Наибольшее 
значение имеет активация индуцируемого ги-
поксией фактора HIF-1α. По данным литера-
туры, выявлено наличие обратной зависимо-
сти между базовым содержанием белка HIF-1α 
в неокортексе и устойчивостью беспородных 
самцов крыс к гипоксии: у низкоустойчивых 
особей в нормоксических условиях содержа-
ние белка HIF-1α было в 1,7  раза выше, чем 
у высокоустойчивых  [8]. Животные с низкой 
устойчивостью к недостатку кислорода, в от-
личие от высокоустойчивых, характеризуются 

более тяжелым течением как локальных, так 
и системных воспалительных процессов  [9–
12]. В  частности, при моделировании острого 
язвенного колита с использованием декстран-
сульфата натрия  (ДСН) у низкоустойчивых 
к гипоксии половозрелых самцов мышей 
C57Bl/6, по сравнению с высокоустойчивыми, 
наблюдались более выраженные клинические 
проявления (диарея и кровь в кале), стати-
стически значимое снижение всех популяций 
лимфоцитов в периферической крови, а также 
была выше распространенность язв в слизи-
стой оболочке толстой кишки  [12]. При моде-
лировании хронического язвенного колита с 
использованием той же экспериментальной 
модели у низкоустойчивых к гипоксии мышей 
также наблюдались более выраженные клини-
ческие проявления заболевания на фоне более 
высокого уровня смертности животных, а также 
снижения всех популяций Т-лимфоцитов и уве-
личения числа В-клеток в крови [11]. Эти иссле-
дования свидетельствуют о взаимосвязи исход-
ной устойчивости к гипоксии и тяжести течения 
воспалительных процессов в толстой кишке.

Кроме того, на половозрелых самцах крыс 
Вистар также показана взаимосвязь тяжести 
течения системного воспалительного ответа, 
индуцированного введением липополисахари-
да  (ЛПС), и устойчивости животных к гипок-
сии. Низкоустойчивые к недостатку кислорода 
животные в ответ на введение ЛПС характери-
зуются более высокими уровнями экспрессии 
Nf-kb и Hif-1a в печени, бо льшим количеством 
нейтрофилов в межальвеолярных перегород-
ках легких и повышенным содержанием IL-1β 
и С-реактивного белка в сыворотке крови [9]. 

Таблица 2. Взаимодействие некоторых мкРНК и тран-
скрипционных факторов семейства HIF

HIFs
Ключевые мкРНК, 

на которые 
влияет HIF

Ключевые мкРНК, 
ингибирующие 

синтез HIF

HIF-1α

miR-210
miR-122
miR-520d-3p
miR-98-3p
miR-4745-5p
miR-139-5p

miR-20a
miR-150
miR-155
miR-153
miR-519c
miR-429

HIF-2α

miR-210
miR-520d-3p
miR-98-3p
miR-4745-5p
miR-139-5p

miR-30c-2-3p
miR-30a-3p
miR-145

HIF-3α не установлены miR-429

HIF-1β не установлены miR-107



микроРНК И КЛЕТОЧНЫЙ ОТВЕТ НА ГИПОКСИЮ 925

БИОХИМИЯ том 88 вып. 6 2023

В  ответ на введение ЛПС для низкоустойчи-
вых к гипоксии животных характерно сме-
щение баланса иммунных реакций в сторону 
гуморальных, в то время как для высокоустой-
чивых – в сторону клеточных [10].

Точные механизмы, определяющие раз-
личия в тяжести течения воспалительных 
заболеваний у животных с разной устойчиво-
стью к гипоксии, в настоящее время не уста-
новлены. Очевидно, что функционирование 
белка HIF-1α играет одну из главных ролей в 
этих процессах. При этом регуляция синтеза 
HIF-1α у высокоустойчивых и низкоустой-
чивых к гипоксии животных может осущест-
вляться по-разному. Вероятно, в этом при-
нимают участие мкРНК, которые влияют как 
на ответ на гипоксическое воздействие, так и 
на течение воспалительных процессов. Роль 
мкРНК как в системных, так и в локальных 
воспалительных процессах активно изучается 
в настоящее время. При поиске биомаркеров 
воспаления изучают преимущественно цир-
кулирующие мкРНК, в то время как исследо-
вания тканевых мкРНК у экспериментальных 
животных позволяют установить механизмы 
воспалительных реакций. При этом показано, 
что паттерны экспрессии мкРНК в тканях во 
многом перекрываются с мкРНК, циркули-
рующими в крови. Среди обсуждаемых нами 
ранее мкРНК, которые участвуют в регуля-
ции ответа на гипоксию при воспалительных 
процессах, повышение экспрессии miR-210 и 
miR-155 обнаружено как в тканях, так и в кро-
ви, а miR-107 и miR-150 – только в крови.

Циркулирующие мкРНК, регулирующие от-
вет на гипоксию при воспалительных процессах. 
Согласно исследованиям Virga  et  al.  [98] и Del 
Mauro et al. [99], повышение уровня экспрессии 
miR-210 в моноцитах крови человека положи-
тельно коррелирует с возможностью развития 
сепсиса, а увеличение концентрации этой же 
мкРНК в сыворотке крови  – со смертностью. 
Однако позже проведено другое проспектив-
ное когортное исследование miR-210 как воз-
можного биомаркера сепсиса  [100]. На  осно-
вании клинических данных пациентов делили 
на группы в соответствии с одним из подтипов 
сепсиса (альфа, бета, гамма и дельта), которые 
различаются по исходу и ответу на лечение. 
В  ходе этого исследования показано, что уро-
вень циркулирующей miR-210 был увеличен 
в 3,6 раза независимо от подтипа сепсиса. Од-
нако после поправок на искажающие факторы 
(использование некоторых лекарственных пре-
паратов или искусственной вентиляции легких) 
наиболее выраженное увеличение наблюдалось 
только при дельта-форме. Таким образом, по 

последним данным, активация одной из свя-
занных с гипоксией мкРНК – miR-210 – сопро-
вождает развитие сепсиса, однако характерна 
только для одного его подтипа.

Помимо исследований мкРНК в качестве 
биомаркеров развития сепсиса, показано, что 
у пациентов с язвенным колитом и болезнью 
Крона в периферической крови уровни экс-
прессии некоторых мкРНК повышены  [101]. 
В  частности, miR-155 имела более высокий 
уровень экспрессии при язвенном колите, а 
miR-107  – при болезни Крона  [102]. Кроме 
того, по результатам экспериментального иссле-
дования мкРНК с использованием трех моде-
лей язвенного колита у мышей, показано по-
вышение концентрации miR-150 в сыворот-
ке крови  [103]. В  ходе данной работы ис-
пользовали модель острого колита, индуци-
рованного ДСН [104], TLR5-дефицитных мы-
шей (TLR5–/–)  [105] и IL-10-дефицитных мы-
шей (IL10–/–)  [106]. Авторы пришли к выводу, 
что повышение концентрации связанной с 
гипоксией miR-150 является одним из специ-
фических биомаркеров воспалительных забо-
леваний кишечника, вызванных различными 
этиологическими факторами.

Таким образом, концентрации в сыворот-
ке крови некоторых мкРНК, связанных с отве-
том на гипоксию, могут быть использованы в 
ходе неинвазивного исследования пациентов в 
качестве маркеров для прогнозирования воз-
можности возникновения и тяжести течения 
как локальных, так и системных воспалитель-
ных процессов.

Тканевые мкРНК, регулирующие ответ на 
гипоксию при воспалительных процессах. На экс-
периментальных моделях ЛПС-индуцирован-
ного эндотоксин-септического шока, полими-
кробного сепсиса, воспроизведенного мето-
дом перевязки и дальнейшей пункции слепой 
кишки, и паразитарной инфекции, вызванной 
Trypanosoma brucei у мышей, показано, что в 
ответ на воздействие патогенов наблюдалась 
активация miR-210 в моноцитах и макрофагах, 
которая сопровождалась увеличением концен-
трации HIF-1α в сыворотке крови. Активация 
miR-210 приводит к подавлению митохондри-
ального дыхания за счет остановки трансля-
ции белков ISCU, мРНК которых является 
мишенью для этой  мкРНК. В  результате этих 
метаболических изменений наблюдалась по-
ляризация макрофагов по провоспалительно-
му М1-фенотипу. При последующей делеции 
miR-210 и воспроизведении всех описанных 
выше инфекционных моделей наблюдалось 
более легкое течение воспаления со снижением 
уровней провоспалительных цитокинов IL-6 
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и TNF-α и повышением противовоспалитель-
ного  – IL-10  [98]. Авторы предполагают, что 
делеция miR-210 приводит к неполной поля-
ризации макрофагов по М1-фенотипу, что 
объясняет более легкое течение воспаления и 
повышение выживаемости организмов. Сле-
довательно, повышенная экспрессия miR-210 
как в сыворотке крови, так и в тканях способ-
ствует более тяжелому течению системного 
воспалительного ответа.

При изучении различий в экспрессии 
мкРНК в тканях толстой кишки из зон язвен-
ных поражений и вне их при язвенном колите 
и болезни Крона была охарактеризована про-
странственная связь в паттернах экспрессии 
мкРНК между этими зонами. В  биоптатах 
толстой кишки с воспалением по сравнению 
с нормальной тканью показано статистически 
значимое повышение экспрессии miR-155 как 
при язвенном колите, так и при болезни Кро-
на [107]. Кроме того, показано, что экспрессия 
этой мкРНК в биоптатах слизистой оболочки 
толстой кишки у пациентов с активной ста-
дией язвенного колита статистически значимо 
выше, чем у здоровых людей [108].

При воспалительных заболеваниях кишеч-
ника, в том числе язвенном колите, возрастает 
частота развития рака толстой кишки. При 
воспалении происходит активация NF-κB, ко-
торый имеет сайты связывания в некоторых 
мкРНК. При исследовании спектра экспрес-
сии мкРНК в клетках рака толстой кишки 
наблюдалось повышение уровней экспрессии 
miR-210, miR-155 и miR-21, что объясняется 
наличием сайтов связывания NF-κB в их про-
моторных областях  [109]. В  течение десяти-
летий стандартным химиотерапевтическим пре-
паратом первой линии при колоректальном 
раке  (КРР) является 5-фторурацил  (5-ФУ). 
Несмотря на то что возможности лечения зло-
качественных опухолей расширились за счет 
появления терапии 5-ФУ в сочетании с дру-
гими химиотерапевтическими препаратами, 
резистентность опухоли остается серьезной 
проблемой  [110]. Nijhuis  et  al.  [111] изучали 
возникновение резистентности к 5-ФУ на кле-
точных линиях КРР и роль мкРНК в этом про-
цессе. Исследование проводили в течение 48 ч 
в условиях нормоксии (20,9% O2) и в условиях 
гипоксии разной тяжести (1,0% и  0,2%  O2). 
Показано, что при недостатке кислорода ак-
тивировались 6 мкРНК  – miR-21, miR-210, 
miR-30d, miR-320a, miR-320b и miR-320c, сре-
ди которых наиболее высокий уровень был у 
miR-210. Однако при исследовании репер-
туара мкРНК в опухолях больных  КРР, рези-
стентных к лечению 5-фторурацилом, miR-210 

не входила в число значимых молекул, что не 
подтверждает ее участие в формировании то-
лерантности к противоопухолевой терапии 
данным препаратом  [111]. Таким образом, из 
мкРНК, регулирующих ответ на гипоксию, 
наиболее изучена роль miR-210 в развитии как 
локальных, так и системных воспалительных 
процессов. Тем не менее точные механизмы 
участия miR-210 в регуляции воспаления не-
достаточно изучены, так как исследования 
проводили на экспериментальных моделях 
разных воспалительных заболеваний, при 
этом не учитывалась исходная устойчивость 
организмов к гипоксии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, ответ организма на гипок-
сию осуществляется при участии транскрип-
ционных факторов семейства  HIF. Реакция 
клеток на кратковременное или длительное ги-
поксическое воздействие регулируется разны-
ми изоформами HIF, в переключении которых 
участвуют мкРНК. Роль мкРНК в регуляции 
клеточного ответа на гипоксию обусловлена 
их воздействием на мРНК генов, кодирую-
щих  HIF, влиянием на деградацию α-субъеди-
ниц  HIF и экспрессию белков, реализующих 
метаболический ответ на гипоксию – гликолиз, 
окислительное фосфорилирование и  др. В  то 
же время HIF также оказывает влияние на био-
генез  мкРНК. Данные по изменению экспрес-
сии той или иной изоформы HIF и зависимых 
белков противоречивы, поскольку исследова-
ния проводят на разных клеточных линиях и 
видах экспериментальных животных, при раз-
ной концентрации кислорода и разной дли-
тельности гипоксического воздействия. Кроме 
того, на экспрессию  HIF может влиять ис-
ходная устойчивость изучаемых организмов 
к гипоксии, что не учитывается при проведе-
нии исследований. В то время как взаимосвязь 
HIF-1α и мкРНК достаточно полно охаракте-
ризована, механизмы взаимодействия HIF-2α 
и HIF-3α, а также HIF-1β с мкРНК изучены 
недостаточно. Понимание механизмов взаимо-
связи HIF, гипоксии и мкРНК необходимо для 
разработки новых подходов к персонализиро-
ванной терапии заболеваний, сопровождаю-
щихся недостатком кислорода.
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The impact of hypoxia causes changes in the transcription of genes that contribute to the adaptation of 
cells to a lack of oxygen. The main mechanism regulating the cellular response to hypoxia is the activation 
of a  group of transcription factors of the HIF (Hypoxia-Inducible Factor) family, which include several 
isoforms and control the expression of more than a thousand genes. HIF activity is regulated at various 
levels, including by small non-coding RNA molecules called microRNAs (miRNAs). miRNAs regulate the 
cellular response to hypoxia by inf luencing the activation of HIF, its degradation, and the translation of 
proteins dependent on it. At the same time, HIF also affects miRNA biogenesis. Data on the relationship 
of a particular HIF isoform with miRNA are contradictory, since studies are performed using different cell 
lines, different types of experimental animals and clinical material, as well as at different oxygen concentra-
tions and different durations of hypoxic exposure. In addition, HIF expression may be affected by the initial 
resistance of organisms to lack of oxygen, which is not taken into account in studies. This review ana-
lyzes data on the effect of hypoxia on the biogenesis and functioning of miRNAs, as well as the effect of 
microRNAs on mRNAs of genes involved in adaptation to oxygen deficiency. Understanding the mech-
anisms of the relationship between HIF, hypoxia, and miRNA is necessary to develop new approaches 
to personalized therapy for diseases accompanied by oxygen deficiency.
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Рекомбинантная линия мышей B6.CBA-D13Mit76C отличается изменённой чувствительностью 
5-HT1A-рецепторов и усиленной транскрипцией кодирующего их гена. Недавно нами было обна-
ружено, что хроническое введение классического антидепрессанта флуоксетина мышам B6.CBA-
D13Mit76C оказывает про-депрессивный эффект в тесте «принудительное плавание». Поскольку 
известно, что блокада 5-НТ2А-рецепторов может быть благотворной при терапии устойчивой 
к антидепрессантам депрессии, мы оценили эффект длительного введения (14  дней внутрибрю-
шинно) селективного антагониста 5-НТ2А-рецепторов кетансерина (0,5  мг/кг), антидепрессанта 
флуоксетина (20 мг/кг) или комбинации флуоксетин + кетансерин на поведение, функциональную 
активность 5-НТ1А- и 5-НТ2А-рецепторов, обмен серотонина (5-HT) и транскрипцию ключевых 
генов серотониновой системы в мозге мышей B6.CBA-D13Mit76C. Кетансерин не отменил про-
депрессивный эффект флуоксетина, хотя кетансерин, флуоксетин и их комбинация снизили функ-
циональную активность 5-НТ1А-рецепторов и транскрипцию гена Htr1a в гиппокампе и среднем 
мозге. Кроме того, все использованные препараты снизили уровни мРНК Slc6a4 и Maoa в сред-
нем мозге. Эти изменения не сопровождались существенными изменениями в уровнях 5-HT и его 
основного метаболита, 5-гидроксииндолуксусной кислоты. Однако кетансерин усилил активность 
ключевого фермента синтеза 5-HT в мозге – триптофангидроксилазы-2 (ТПГ-2). Таким образом, 
несмотря на некоторые позитивные эффекты (снижение транскрипции Htr1a, Slc6a4 и Maoa и уси-
ление активности ТПГ-2), длительная блокада 5-НТ2А-рецепторов не способна облегчить неблаго-
приятное действие классического антидепрессанта флуоксетина при аберрантном функциониро-
вании 5-НТ1А-рецепторов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: 5-HT1A-рецептор, 5-HT2A-рецептор, ТПГ-2, флуоксетин, кетансерин, устойчивость 
к антидепрессантам.

DOI: 10.31857/S0320972523060040, EDN: EELHUV

Принятые сокращения: 5-ГИУК – 5-гидроксииндолуксусная кислота; СИОЗС – селективные ингибиторы обрат-
ного захвата серотонина; ТПГ-2 – триптофангидроксилаза-2; ТРД –терапевтически резистентная депрессия; 5-HT – 
серотонин или гидрокситриптамин (5-hydroxytriptamine); 5-НТ1А  – серотониновый рецептор 1А-подтипа; 5-НТ2А  – 
серотониновый рецептор 2А-подтипа.
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ВВЕДЕНИЕ

Сегодня одним из главных вызовов для 
фармакотерапии большого депрессивного рас-
стройства является терапевтически резистент-
ная депрессия (ТРД). По данным многочис-
ленных исследований, больше трети, если не 
половина пациентов, демонстрирует неадекват-

ный ответ на классические антидепрессанты, 
такие как селективные ингибиторы обратного 
захвата серотонина (СИОЗС), обычно приме-
няемые в качестве лечения первой линии  [1]. 
Устойчивость к СИОЗС имеет комплексную 
природу, и серотониновая (5-НТ) система, 
очевидно, играет здесь одну из важнейших 
ролей. Помимо таких ключевых компонентов 
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5-НТ системы, как триптофангидроксилаза-2 
(ТПГ-2), транспортёр 5-HT (5-НТТ) и моно-
аминоксидаза  А (МАОА), в механизмы нечув-
ствительности/устойчивости к СИОЗС также 
вовлечён серотониновый рецептор 1А-подтипа 
(5-HT1A) [2–4].

Серотониновые рецепторы 2A-подтипа 
(5-HT2A) представляют отдельный интерес, по-
скольку обладают свойствами, выделяющими 
их на фоне остальных 5-НТ рецепторов. На-
пример, из-за локализации на различных ти-
пах нейронов 5-НТ2А-рецепторы способны ре-
гулировать секрецию глутамата, дофамина и 
гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК) [5, 6]. 
Локализованные во фронтальной коре 5-НТ2А-
рецепторы могут запускать механизм отри-
цательной обратной связи, ингибирующий 
секрецию 5-НТ серотонинергическими нейро-
нами дорсального шва  [7]. Было установлено, 
что 5-НТ2А-рецепторы могут быть конститу-
тивно активны и в таком состоянии активи-
руют внутриклеточные сигнальные каскады 
в отсутствии стимулирующего лиганда  [8]. 
Поскольку десенситизация 5-НТ2А-рецепто-
ров может осуществляться не только агони-
стами, но также и антагонистами, фармако-
логические свойства данных рецепторов рез-
ко отличаются от таковых у остальных подти-
пов [4, 9, 10]. Известно, что 5-HT2A-рецепторы 
образуют гетеромерные комплексы in  vivo с 
5-HT2B-, 5-HT2C- [11], дофаминовыми D2- [12] 
и mGlu2-рецепторами  [13]. 5-HT1A- и 5-HT2A-
рецепторы способны модулировать функцио-
нальную активность друг друга  [14], поэтому 
существование гетеромерных комплексов ме-
жду этими рецепторами  [15,  16] представляет 
особый интерес. Во фронтальной коре акти-
вация 5-НТ2А-протомера снижает аффинность 
5-НТ1А-рецептора к лиганду в гетеродимерах 
5-НТ1А–5-НТ2А, что подчёркивает доминирую-
щее положение 5-НТ2А-рецепторов в подоб-
ных комплексах in vivo [15].

Растущее число свидетельств указывает 
на вовлечение 5-HT2A-рецепторов в патоге-
нез ТРД. Недавний мета-анализ 42 исследова-
ний показал, что полиморфизмы 1438A/G и 
rs7997012G/A в гене HTR2A ассоциированы с 
ответом на антидепрессанты  [17]. Ранее было 
показано, что плотность 5-HT2A-рецепторов 
ниже в дорсальной префронтальной коре па-
циентов с ТРД по сравнению со здоровыми 
субъектами и пациентами, не получавшими 
медикаментозного лечения [18]. С другой сто-
роны, нейроны переднего мозга, полученные 
из индуцированных плюрипотентных ство-
ловых клеток пациентов, не отвечающих на 
СИОЗС, демонстрируют повышенную спай-

ковую активность в ответ на обработку 5-HT, 
поскольку отличаются избыточной экспресси-
ей 5-HT2A-рецепторов [19]. Кетансерин (селек-
тивный антагонист 5-HT2A-рецепторов) эф-
фективно нормализует 5-HT-индуцированную 
электрическую активность нейронов пациен-
тов с ТРД [19].

Неудивительно, что 5-HT2A-рецепторы рас-
сматриваются в качестве важной мишени для 
фармакотерапии депрессивных расстройств. 
Частью механизма действия СИОЗС является 
связывание с 5-HT2A-рецепторами и их блока-
да  [20,  21]. Селективные антагонисты 5-HT2A-
рецепторов, такие как M100907, нефазодон и 
метерголин, демонстрируют антидепрессант-
подобный эффект путём подавления обрат-
ного захвата 5-HT и модуляции секреции дру-
гих нейротрансмиттеров в префронтальной 
коре [22–24]. В ряде открытых и плацебо-кон-
тролируемых испытаний было показано, что 
антидепрессанты и антипсихотические препа-
раты, которые обладают способностью блоки-
ровать 5-HT2A-рецепторы, усиливают клини-
ческую эффективность СИОЗС у пациентов 
с ТРД [21, 24–28].

Для того чтобы преодолеть ограничения, 
накладываемые клиническими испытаниями, 
для изучения нейробиологической основы 
ТРД и проверки новых терапевтических стра-
тегий следует активно прибегать к доклини-
ческим моделям депрессивных расстройств. 
Недавно нами была создана рекомбинантная 
линия мышей B6.CBA-D13Mit76C (B6-M76C), 
полученная путём переноса дистального фраг-
мента хромосомы  13 (102,73–118,83  Mпн) из 
генома мышей CBA на генетический бэкграунд 
линии C57BL/6J  [29,  30]. Полученная линия 
характеризуется изменённой чувствительно-
стью 5-HT1A-рецепторов в ответ на хрониче-
ское введение агониста рецептора 8-OH-DPAT 
и большей транскрипцией гена Htr1a в гиппо-
кампе  [29]. Кроме того, мыши B6-M76C де-
монстрируют замедленный катаболизм 5-HT в 
гиппокампе  [29] и меньший объём стриатума, 
мозжечка и эпифиза [31]. Ранее нами было об-
наружено, что хроническое введение СИОЗС 
флуоксетина вызывает у мышей B6-M76C про-
депрессивный эффект в тесте «принудительное 
плавание» (forced swim test)  [30]. Эти резуль-
таты вместе с данными о нарушенной функ-
циональной активности 5-HT1A-рецепторов в 
мозге мышей B6-M76C предполагают исполь-
зование данных животных в качестве модели 
устойчивости к антидепрессантам [30].

Для проверки идеи о том, что блокада 
5-HT2A-рецептора может улучшить неблаго-
приятное действие СИОЗС в модели ТРД, 
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мы исследовали влияние хронического введе-
ния классического СИОЗС флуоксетина, се-
лективного 5-НТ2А-антагониста кетансерина, 
одного или в комбинации с флуоксетином, на 
I)  поведение в тестах «принудительное пла-
вание», «открытое поле» и «тёмно-светлая 
камера»; II) обмен 5-HT и активность ТПГ-2; 
и III)  уровни мРНК генов Htr1a, Htr2a, Tph2, 
Maoa и Slc6a4 в гиппокампе, фронтальной 
коре и среднем мозге мышей B6-M76C.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и препараты. В эксперименте 
были использованы взрослые самцы мышей 
B6-M76C (возраст 10–12  недель, вес 23–26  г). 
Мыши содержались в стандартных лаборатор-
ных условиях при естественном режиме свет/
темнота (16 ч света и 8 ч темноты) со свобод-
ным доступом к воде и еде. В течение 14 дней 
мышам вводили флуоксетин («Biokom», Рос-
сия), кетансерин («Sigma-Aldrich», США) или 
их комбинацию. Препараты были растворе-
ны в физиологическом растворе и вводились 
внутрибрюшинно (в.б.) в дозировке 20  мг/кг 
(флуоксетин; 9 мышей в группе), 0,5 мг/кг (ке-
тансерин; 9  мышей в группе) или в комби-
нации 20  мг/кг флуоксетина  + 0,5  мг/кг ке-
тансерина (9  мышей в группе). Дозировка 
флуоксетина соответствует используемой в 
клинической практике и применялась нами в 
предыдущем исследовании  [30]. Выбранная 
дозировка кетансерина, согласно литератур-
ным данным, достаточна для эффективной 
блокады 5-НТ2А-рецепторов  [32], но вместе с 
тем при длительном введении позволяет из-
бежать потенциальной гипотензии, которая 
может возникнуть при более высоких дозиров-
ках [33]. Контрольная группа (7 животных) по-
лучала инъекции физиологического раствора. 
За день до тестирования поведения животные 
были изолированы в индивидуальных клет-
ках для предотвращения группового эффек-
та. Во избежание острых эффектов от введе-
ния препаратов поведенческие тесты, а также 
оценка функциональной активности 5-НТ1А- и 
5-НТ2А-рецепторов проводились, начиная со 
следующего дня после последней инъекции. 
Образцы мозга данных животных были ис-
пользованы для проведения ВЭЖХ. Используя 
ту же дозировку, временной интервал и усло-
вия содержания (изоляция в индивидуальные 
клетки после последней инъекции, хэндлинг 
для имитации экспериментальных процедур), 
мы осуществили хроническое введение флу-
оксетина (10  мышей в группе), кетансерина 

(9 мышей в группе), их комбинации (8 мышей 
в группе) или физиологического раствора 
(9 мышей в группе) с целью получить образцы 
мозга для анализа мРНК.

Функциональная активность 5-НТ1А-рецеп-
торов. Функциональную активность опреде-
ляли по выраженности гипотермического от-
вета на острое введение селективного агони-
ста 5-НТ1А-рецепторов 8-OH-DPAT  [34–36]. 
8-OH-DPAT («Sigma-Aldrich») был разведён 
в физиологическом растворе и введён в.б. в 
дозировке 1 мг/кг. Температуру тела измеряли 
до и через 20 мин после инъекции с помощью 
ректального датчика для мышей («Phymep», 
Франция), используя микрокомпьютер-тер-
мометр («Hanna Instruments», Сингапур). Сте-
пень выраженности гипотермического ответа 
выражали как разницу конечной и начальной 
температуры тела (Δ t, °C).

Функциональная активность 5-НТ2А-рецеп-
торов. Функциональную активность рецепто-
ров определяли по завершении всех поведен-
ческих тестов по числу встряхиваний головой 
(head twitches) в ответ на введение селектив-
ного 5-HT2A-агониста 25CN-NBOH  [37,  38]. 
Препарат («Tocris Bioscience», Великобрита-
ния) был разведён в физиологическом раство-
ре и введён в.б. в концентрации 1 мг/кг. Число 
встряхиваний головой подсчитывали в тече-
ние 20 мин, начиная через 5 мин после введе-
ния препарата.

Поведенческие тесты. Тест «открытое поле» 
(open field) проводили в открытой круглой 
арене (40  см в диаметре), окружённой стеной 
из белого пластика высотой 25 см и подсве-
ченной через матовый полупрозрачный пол 
двумя галогеновыми лампами 12 Вт каждая, 
расположенными в 40 см под дном арены [39]. 
Мышь помещали поблизости от стены арены, 
её перемещение регистрировалось в течение 
5  мин цифровой камерой («Sony», Япония). 
После тестирования каждого животного аре-
ну тщательно отчищали. Видео анализиро-
валось с помощью системы компьютерной 
регистрации EthoStudio  [40]. Горизонтальная 
двигательная активность (общая пройденная 
дистанция), исследованная площадь и время в 
центре арены определялись автоматически.

Тест «тёмно-светлая камера» был выпол-
нен с помощью пластиковой установки, опи-
санной ранее [36]. Животное помещали в тём-
ный отсек установки головой по направлению 
к отверстию. Число переходов между тёмным 
и светлым отсеками и время нахождения в 
светлом отсеке оценивали в течение 5  мин с 
помощью программы EthoStudio. Установку 
тщательно отчищали после каждого теста.
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В тесте «принудительное плавание» мышей 
помещали в стеклянный цилиндр (15 × 25 см), 
заполненный водой, температура ко торой была 
25 °C. Подвижность животных оценивалась в 
течение 4 мин (после 2 мин адаптации) с помо-
щью программы EthoStudio. Программа оце-
нивала степень изменения силуэта животного, 
который определялся как изменение количе-
ства пикселей, связанных с животными, между 
двумя соседними кадрами [41].

Экстракция структур мозга. Мыши были 
декапитированы через 46–48  ч после тести-
рования поведения или через 5  дней после 
последней инъекции (в случае с забором ма-
териала для анализа мРНК). Мозг был извле-
чён в тот же день (12:00–14:00) на льду, целые 
средний мозг, гиппокамп и фронтальная кора 
были выделены в соответствии с онлайн-атла-
сом мышиного мозга (https://scalablebrainatlas.
incf.org/mouse/ABA_v3), заморожены в жид-
ком азоте и хранились при температуре −80 °C 
до процедур подготовки образцов к ВЭЖХ или 
выделения РНК.

Реакция обратной транскрипции и ПЦР в 
реальном времени. Суммарная РНК была выде-
лена с использованием реагента ExtractRNA 
(«Евроген», Россия) в соответствии с инструк-
цией производителя, обработана свободной 
от РНК ДНКазой («Promega», США) и раз-
ведена до концентрации 0,125  мг/мкл в сте-
рильной воде. 1  мкг суммарной РНК брали 
для синтеза кДНК, смешивая её со случай-
ными гексануклеотидами  [42,  43]. Число ко-
пий кДНК генов, кодирующих субъединицу А 
ДНК-зависимой РНК-полимеразы  2 (Polr2a), 

5-HT1A- и 5-HT2A-рецепторов, MAOA, ТПГ-2 
и 5-НТТ, было оценено методом количествен-
ной ПЦР на приборе LightCycler  480 («Roche 
Applied Science», Германия) с использованием 
селективных праймеров (табл.  1), интеркали-
рующего красителя SYBER Green  I (мастер-
микс R-414, «Синтол», Россия) и геномной 
ДНК, полученной из печени самцов мышей 
C57BL/6, в качестве внешнего стандарта. 
Нами была использована серия разведений 
геномной ДНК с концентрацией 50, 100, 200, 
400, 800, 1600, 3200 и 6400  копий на мкл. Не-
гативный контроль ставили в тех же условиях, 
но без добавления образца. Экспрессию ге-
нов представляли как отношение количества 
кДНК исследуемого гена к 100 копиям Polr2a, 
выполняющего функцию внутреннего стан-
дарта  [42–44]. Анализ кривой плавления вы-
полняли в конце каждого запуска для каждой 
пары праймеров, что позволило нам контро-
лировать специфичность амплификации.

ВЭЖХ. Аликвота 50  мкл образца была 
смешана с 0,6  M HClO4 («Sigma-Aldrich»), со-
держащей 200  нг/мл изопротеренола («Sigma-
Aldrich») в качестве внутреннего стандарта. 
Гомогенат центрифугировали при 4 °C в тече-
ние 15 мин при 12 000 g до осаждения белка. 
Супернатанты разбавляли водой в 2 раза и филь-
тровали при помощи центрифужной пробир-
ки с 0,22  мкм ацетатцеллюлозным фильтром 
(«Spin-X», США). Осадок хранился при тем-
пературе −20 °С до определения концентрации 
белка по Брэдфорду. В петлю системы ВЭЖХ 
вносилось 20  мкл отфильтрованного супер-
натанта.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности и характеристики использованных праймеров

Ген Нуклеотидная последовательность
Температура 

отжига, °C
Длина 

продукта, п.н.

Tph2 F 5′-cattcctcgcacaattccagtcg-3′

R 5′-cttgacatattcaactagacgctc-3′
61 239

Slc6a4 F 5′-cgctctactacctcatctcctcc-3′

R 5′-gtcctgggcgaagtagttgg-3′
63 101

Maoa F 5′-aatgaggatgttaaatgggtagatgttggt-3′

R 5′-cttgacatattcaactagacgctc-3′
61 138

Htr1a F 5′-ctgtgacctgtttatcgccctg-3′

R 5′-gtagtctatagggtcggtgattgc-3′
62 200

Htr2a F 5′-agaagccaccttgtgtgtga-3′

R 5′-ttgctcattgctgatggact-3′
61 169

Polr2a F 5′-gttgtcgggcagcagaatgtag-3′

R 5′-tcaatgagaccttctcgtcctcc-3′
61 188
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Анализ уровней 5-HT и 5-гидроксииндол-
уксусной кислоты (5-ГИУК) был осуществлён 
с помощью ВЭЖХ-системы, содержащей в себе 
следующие компоненты: проточная ячейка из 
стеклоуглерода (ячейка VT-03, 3  мм, GC  sb; 
«Antec», Нидерланды), электрохимический де-
тектор (700  мВ, DECADE IITM; «Antec»), 
блок подачи растворителя LC-20AD, автома-
тический пробоотборник SIL-20A, систем-
ный контрол лер CBM-20A и дегазатор DGU-
20A5R («Shi madzu Corporation», США). Хро-
матографическое разделение веществ про-
изводили изократическим элюированием на 
колонке  C18 (размер частиц 5  мкм, L × ID 
100 × 4,6 мм, Luna, «Phenomenex», США), за-
щищённой предко лонкой-картриджем C8 («Phe-
nomenex») при скорости потока 1  мл/мин. 
Подвижная фаза представляла собой смесь из 
50  мМ фосфатного буфера («Sigma-Aldrich»), 
метанола класса ВЭЖХ («Fisher Chemical», 
США) и 300 мкг/л натриевой соли октансуль-
фоновой кислоты («Sigma-Aldrich»), pH  3,9. 
Температура колонки стабилизировалась при 
40 °С. Концентрацию веществ выражали в 
нг/мг белка (определённого по методу Бред-
форда).

Определение активности ТПГ-2. Активность 
ТПГ-2 была оценена в супернатанте гомогената 
среднего мозга. Из-за возможности деградации 
кофактора на свету реакцию проводили при 
слабом рассеянном освещении. Реакционная 
смесь общим объёмом 25 мкл содержала 0,05 M 
Tris-HCl буфера (pH  7,6), 0,001 M дитиотреи-
тола («Sigma-Aldrich»), 15  мкл супер натанта, 
0,3  мМ 6-метил-5,6,7,8-тетрагидроптеридина 
в качестве кофактора («Sigma-Aldrich»), 25 ед. 
каталазы («Sigma-Aldrich»), 0,5  мМ ингиби-
тора декарбоксилазы m-гидроксибензилгидра-
зина («Sigma-Aldrich») и 0,8  мМ L-трипто-
фана («Sigma-Aldrich»). Смесь инкубировали в 
течение 15 мин при 37 °C. После этого реакция 
была остановлена путём добавления 75  мкл 
0,6  M HClO4. Первый контроль был без про-
бы, во втором реакцию после инкубирования 
останавливали HClO4, после чего смесь по-
вторно ставили в термостат. После инкубации 
образцы центрифугировали в течение 15  мин 
при 14 000 g и температуре 4 °C до осаждения 
белка. Супернатант был собран и разведён в 
два раза водой MilliQ. Концентрацию 5-гид-
рокситриптофана (5-HTP) оценили с помощью 
ВЭЖХ, используя 5, 10 и 15 пмоль 5-HTP в ка-
честве соответствующего внешнего стандарта. 
За единицу активности ТПГ-2 принимали ко-
личество фермента, синтезирующего 1  пмоль 
5-HTP за 1 мин на мг белка (определённого по 
методу Бредфорда).

Статистический анализ. Данные представ-
лены как m  ±  SEM. Для идентификации и 
устранения экстремальных значений из вы-
борки был использован Q-тест Диксона. После 
проверки распределения по Гауссу с помощью 
критерия нормальности Д'Агостино–Пирсона 
выборки сравнивались либо с помощью одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
с апостериорным сравнением по Фишеру, 
либо с помощью непараметрического крите-
рия Краскела–Уоллиса с последующим мно-
жественным сравнением по Данну (в случае 
ненормального распределения). Попарные срав-
нения проводили с помощью t-критерия Стью-
дента. Статистическая значимость была уста-
новлена на уровне p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Поведенческие тесты. Хотя основной эф-
фект введения препаратов на мобильность в 
тесте «принудительное плавание» был слаб 
(F3,29 = 2,37; р = 0,09), согласно однофакторно-
му ANOVA, попарное сравнение выявило зна-
чительно более низкую мобильность в группе, 
получавшей флуоксетин, по сравнению с кон-
тролем (t = 2,17; р = 0,04; рис. 1).

Все использованные препараты не оказали 
значимого эффекта на исследованную площадь 

Рис. 1. Влияние хронического введения флуоксетина, 
кетансерина или их комбинации на мобильность (оце-
ниваемую как скорость изменения силуэта животного) 
в  тесте «принудительное плавание». Данные представ-
лены как m  ±  SEM; n  =  7 для группы «физ. раствор»; 
n = 9 для группы «флуоксетин»; n = 9 для группы «кетан-
серин»; n  =  8 для группы «кетансерин  + флуоксетин». 
* p < 0,05 по сравнению с группой «физ. раствор» (t-кри-
терий Стьюдента)

4
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арены (H = 1,79; p = 0,61), пройденный путь 
(F3,29 = 1,09; p = 0,36), время в центре арены 
(F3,29 = 0,38; p = 0,76), число вертикальных сто-
ек (F3,29 = 0,22; p = 0,88) и актов грумминга 
(H = 3,9; p = 0,26) в тесте «открытое поле» 
(табл. 2).

В тесте «тёмно-светлая камера» отсутство-
вал эффект введения препаратов на время, 
проведённое в тёмном (F3,29 = 1,36; p = 0,27) 
и светлом (F3,29 = 1,36; p = 0,27) отсеках, чис-
ло переходов между отсеками (F3,29 = 1,65; p = 
= 0,18) и число выглядываний из тёмного от-
сека (H = 1,79; p = 0,61) (табл. 3). Таким обра-
зом, хотя двигательная активность, тревож-
ность и исследовательское поведение не были 
затронуты введением препаратов, флуоксетин 
усилил депрессивно-подобное поведение у 
мышей B6-M76C.

Функциональная активность рецепторов. Все 
использованные препараты значительно сни-

зили гипотермический ответ на инъекцию аго-
ниста 5-НТ1А-рецептора 8-OH-DPAT (F3,29 = 
= 11,83; р < 0,001), что говорит о десенситиза-
ции 5-HT1A-рецепторов (рис. 2, а). Нами от-
мечен значительный эффект введения препа-
ратов на число встряхиваний головой (F3,28 =
= 3,95; р = 0,01). Тем не менее апостериорное 
сравнение показало, что число встряхиваний 
головой было ниже только в группе «кетансе-
рин + флуоксетин» по сравнению с контролем 
(тенденция р = 0,07) и группой «кетансерин» 
(р = 0,02) (рис. 2, б).

Обмен 5-НТ и активность ТПГ-2. Зна-
чительный эффект введения препаратов на 
обмен 5-НТ был обнаружен только в гиппо-
кампе (F3,29 = 5,87; р = 0,002; рис.  3,  в). В  со-
ответствии с апостериорным сравнением со-
отношение 5-ГИУК/5-HT было выше в груп-
пах «флуоксетин» (р = 0,002) и «кетансерин + 
+ флуоксетин» (сильная тенденция p = 0,059). 

Таблица 2. Эффект хронического введения физиологического раствора, флуоксетина (20 мг/кг), кетансерина (0,5 мг/кг) 
или комбинации кетансерин + флуоксетин (0,5 и 20 мг/кг соответственно) на общую пройденную дистанцию, иссле-
дованную площадь, вертикальные стойки, акты грумминга и пребывание в центре арены в тесте «открытое поле»

Препарат
Общая 

дистанция (м)
Время 

в центре (%)

Исследованная 
площадь арены 

(%)

Вертикальные 
стойки 
(число)

Акты грумминга 
(число)

Физ. раствор 9,27 ± 1,29 13,91 ± 2,81 91,42 ± 4,69 7,29 ± 2,82 1,57 ± 0,53

Флуоксетин 10,35 ± 0,80 14,53 ± 2,37 95,76 ± 1,81 7,89 ± 1,36 1,00 ± 0,33

Кетансерин 10,82 ± 1,05 14,31 ± 2,16 96,87 ± 1,32 7,11 ± 1,16 1,89 ± 0,31

Кетансерин + 
+ флуоксетин

12,50 ± 1,72 11,22 ± 2,66 94,86 ± 1,64 8,87 ± 1,41 1,37 ± 0,18

Примечание. Данные представлены как m ± SEM; n = 7 для группы «физ. раствор»; n = 9 для группы «флуоксетин»; 
n = 9 для группы «кетансерин»; n = 8 для группы «кетансерин + флуоксетин» (однофакторный ANOVA и критерий 
Краскела–Уоллиса).

Таблица 3. Эффект хронического введения физиологического раствора, флуоксетина (20 мг/кг), кетансерина (0,5 мг/кг) 
или комбинации кетансерин + флуоксетин (0,5 и 20 мг/кг соответственно) на пройденный путь, время нахождения 
в светлом и тёмном отсеках, количество переходов между отсеками и число выглядываний из тёмного отсека в тесте 
«тёмно-светлая камера»

Препарат
Время 

в тёмном отсеке 
(%)

Время 
в светлом отсеке 

(%)

Переходы между 
отсеками 
(число)

Выглядывания 
из тёмного отсека 

(число)
Путь (м)

Физ. раствор 87,03 ± 3,19 12,97 ± 3,19 3,00 ± 0,65 1,28 ± 0,52 6,52 ± 0,61

Флуоксетин 77,80 ± 2,03 22,20 ± 2,03 4,66 ± 0,66 1,66 ± 0,28 6,50 ± 0,29

Кетансерин 80,59 ± 3,37 19,41 ± 3,37 4,33 ± 0,68 1,56 ± 0,63 6,95 ± 0,50

Кетансерин + 
+ флуоксетин

84,41 ± 4,79 15,59 ± 4,79 2,62 ± 1,03 1,50 ± 0,46 6,12 ± 0,71

Примечание. Данные представлены как m ± SEM; n = 7 для группы «физ. раствор»; n = 9 для группы «флуоксетин»; 
n = 9 для группы «кетансерин»; n = 8 для группы «кетансерин + флуоксетин» (однофакторный ANOVA и критерий 
Краскела–Уоллиса).
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Рис. 2. Гипотермический ответ на острое введение агониста 5-НТ1А-рецепторов 8-OH-DPAT (1 мг/кг) (а) и количе-
ство встряхиваний головой, вызванных инъекцией агониста 5-НТ2А-рецепторов 25CN-NBOH (1 мг/кг) (б) у мышей 
B6-M76C, подвергавшихся хроническому введению флуоксетина, кетансерина или их комбинации. Данные представ-
лены как m ± SEM; n = 7 для группы «физ. раствор»; n = 9 для группы «флуоксетин»; n = 9 для группы «кетансерин» 
(исключено одно экстремальное значение при анализе числа встряхиваний головой); n = 8 для группы «кетансерин + 
+ флуоксетин». Тенденция: p = 0,07; ***p < 0,001 по сравнению с группой «физ. раствор»; *p < 0,05 по сравнению с 
группой «кетансерин» (однофакторный ANOVA)

Рис. 3. Уровни 5-HT, 5-ГИУК и соотношение 5-ГИУК/5-HT во фронтальной коре  (а), среднем мозге  (б) и гиппо-
кампе (в), а также активность ТПГ-2 (г) в среднем мозге мышей B6-M76C, получавших хронические инъекции флуок-
сетина, кетансерина или их комбинации. Уровни 5-HT и 5-ГИУК представлены в нг/мг, активность ТПГ-2 выражена 
в пмоль/мг/мин. Данные представлены как m ± SEM; n = 7 для группы «физ. раствор»; n = 9 для группы «флуоксетин»; 
n = 9 для группы «кетансерин»; n = 8 для группы «кетансерин + флуоксетин». Тенденция: p = 0,059; * p < 0,05 по срав-
нению с группой «кетансерин»; ** p < 0,01 по сравнению с группами «физ. раствор» или «кетансерин» (однофактор-
ный ANOVA)

4*
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Рис. 4. Уровни мРНК Htr1a (а) и Htr2a (б) во фронталь-
ной коре, гиппокампе и среднем мозге мышей B6-M76C, 
получавших хронические инъекции флуоксетина, кетан-
серина или их комбинации. Экспрессия представлена как 
число копий кДНК искомого гена, отнесённое на 100 ко-
пий кДНК Polr2a. Данные представлены как m  ±  SEM; 
во фронтальной коре n  =  7 для группы «физ. раствор», 
n = 9 для группы «флуоксетин», n = 8 для группы «кетан-
серин», n  =  5 для группы «кетансерин  + флуоксетин»; 
в гиппокампе n = 6 для группы «физ. раствор», n = 8 для 
группы «флуоксетин», n  =  8 для группы «кетансерин» 
(исключено одно экстремальное значение в выборке 
Htr1a), n  =  7 для группы «кетансерин  + флуоксетин»; 
в среднем мозге n = 9 для группы «физ. раствор» (исклю-
чено одно экстремальное значение в выборке Htr2a), 
n  =  10 для группы «флуоксетин», n  =  9 для группы «ке-
тансерин», n = 7 для группы «кетансерин + флуоксетин». 
*  p  <  0,01 по сравнению с группами «физ. раствор» или 
«кетансерин»; **  p  <  0,01 и ***  p  <  0,001 по сравнению 
с группой «физ. раствор» (однофакторный ANOVA)

Хотя в среднем мозге не выявлено значитель-
ных изменений в продукции и катаболизме 
5-НТ, нами отмечен значительный эффект, 
оказанный препаратами на активность ключе-
вого фермента синтеза 5-HT в мозге – ТПГ-2 
(F3,29 = 5,407; р = 0,004). Апостериорное срав-
нение показало, что активность ТПГ-2 была 
значительно выше в группе «кетансерин», чем 
в группах «физ. раствор» (р  =  0,001), «флуок-
сетин» (р = 0,003) или «кетансерин + флуоксе-
тин» (р = 0,013; рис. 3, г).

Уровни мРНК. Значительное воздействие 
препаратов на уровень мРНК гена Htr1a было 
обнаружено во фронтальной коре (F3,25 = 3,04; 
р = 0,047), гиппокампе (F3,25 = 4,16; р = 0,016) и 
среднем мозге (F3,31 = 5,92; р = 0,002; рис. 4, а). 
В среднем мозге все использованные препа-
раты снизили уровень мРНК Htr1a (р < 0,001, 
р  =  0,011 и р  <  0,003 для флуоксетина, кетан-
серина и комбинации кетансерин  + флуоксе-
тин соответственно). В гиппокампе снижение 
уровня мРНК Htr1a было обнаружено только 
в группе «кетансерин» (р = 0,005) или «кетан-
серин + флуоксетин» (р = 0,009). С другой сто-
роны, введение кетансерина привело к повы-
шению уровня мРНК Htr1a во фронтальной 
коре (р = 0,028 по сравнению с группой «физ. 
раствор» и р = 0,017 по сравнению с группой 
«флуоксетин»). Нами не обнаружено какого-
либо значимого эффекта введения препаратов 
на уровни мРНК гена Htr2a во всех исследо-
ванных структурах мозга (F3,25 = 1,15; р = 0,34; 
F3,25  =  1,05, р  =  0,38 и F3,29  =  2,28; р  =  0,1 для 
фронтальной коры, гиппокампа и среднего 
мозга соответственно; рис. 4, б).

В среднем мозге введение всех использо-
ванных препаратов повлияло на уровни мРНК 
генов Slc6a4 и Maoa (F3,30 = 5,29; р = 0,004 и 
F3,30 = 6,51; р = 0,001 соответственно). Апо-
стериорное сравнение показало, что введение 
всех препаратов снизило уровни мРНК Slc6a4 
(р = 0,001, р = 0,003 и р = 0,008 для групп «флу-
оксетин», «кетансерин» и «кетансерин  + флу-
оксетин» соответственно; рис.  5,  б). Сходным 
образом уровень мРНК Maoa был снижен при 
хроническом введении флуоксетина (р < 0,001), 
кетансерина (р  =  0,016) или комбинации ке-
тансерин + флуоксетин (р = 0,008; рис. 5, в). 
Не выявлено какого-либо значительного эф-
фекта, оказанного на уровень мРНК гена Tph2 
(F3,31 = 1,49; р = 0,23; рис. 5, а).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы продемонстрировали, 
что хроническое введение флуоксетина сни-
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Рис. 5. Уровни мРНК генов Tph2 (а), Slc6a4 (б) и Maoa (в) в среднем мозге мышей B6-M76C, получавших хронические 
инъекции флуоксетина, кетансерина и их комбинации. Экспрессия представлена как число копий кДНК искомого 
гена, отнесённое на 100 копий кДНК Polr2a. Данные представлены как m ± SEM; n = 9 для группы «физ. раствор»; 
n  =  10 для группы «флуоксетин»; n  =  9 для группы «кетансерин» (исключено по одному экстремальному значению 
в выборках Slc6a4 и Maoa); n = 7 для группы «кетансерин + флуоксетин». * p < 0,01, ** p < 0,01 и *** p < 0,001 по сравне-
нию с группой «физ. раствор» (однофакторный ANOVA)

жает мобильность в тесте «принудительное 
плавание», указывая на про-депрессивный эф-
фект у мышей B6-M76C, что, в свою очередь, 
указывает на устойчивость мышей B6-M76C к 
действию СИОЗС и согласуется с нашими пре-
дыдущими наблюдениями  [30]. Напротив, ан-
тидепрессантный эффект не был обнаружен у 
мышей, получавших кетансерин. В литературе 
имеется достаточно данных, свидетельствую-
щих об антидепрессивных свойствах антагони-
стов 5-НТ2А-рецепторов [27, 45–47]. Конкретно 
для кетансерина антидепрессантный эффект 
обнаруживался как при остром [48], так и при 
хроническом введении  [49,  50] в различных 
моделях депрессивно-подобного поведения. 
Однако антидепрессантный эффект в ответ 
на введение кетансерина не был обнаружен у 
мышей B6-M76C. Логично предположить, что 
наблюдаемое отсутствие антидепрессантного 
эффекта кетансерина, как и про-депрессивный 
эффект флуоксетина, могут быть объяснены 
аномальной активностью 5-HT1A-рецепторов у 
мышей B6-M76C [29, 30].

Нами обнаружено, что функциональная 
активность 5-HT1A-рецепторов одинаково сни-
жалась после хронического введения флуоксе-
тина, кетансерина или комбинации этих препа-
ратов. Тем не менее в основе этого феномена 
могут лежать разные механизмы. Снижение 

активности 5-HT1A-рецепторов после хрониче-
ского введения СИОЗС флуоксетина, вероят-
но, вызвано повышением концентрации 5-HT 
в синаптической щели, который, действуя на 
рецепторы длительное время, индуцировал 
их десенситизацию. В основе эффекта кетан-
серина может лежать антагонизм 5-НТ1А- и 
5-НТ2А-рецепторов. К примеру, ранее мы уже 
сообщали о значительном снижении гипотер-
мического ответа у мышей после острого вве-
дения кетансерина  [14]. 5-HT1A/5-HT2A-антаго-
низм может быть следствием физического 
взаимодействия между данными рецептора-
ми [15]. Так, в гетерорецепторных комплексах 
активация 5-HT2A-рецептора значительно сни-
жает связывание 5-HT1A-рецептора с лигандом 
в гиппокампе и фронтальной коре, в то время 
как блокада 5-НТ2А-рецептора кетансерином 
восстанавливает их связывание  [15]. Более 
того, нами выявлено существенное снижение 
уровня мРНК гена Htr1a в среднем мозге и 
гиппокампе, что указывает на подлинную да-
ун-регуляцию 5-НТ1А-рецепторов.

Было выявлено значительное снижение 
функциональной активности 5-HT2A-рецеп-
тора в ответ на хроническое введение флуок-
сетина в комбинации с кетансерином. Напро-
тив, хроническое введение одного кетансерина 
не привело к изменениям функциональной 
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активности 5-НТ2А-рецепторов, что противо-
речит литературным данным, сообщающим 
о снижении плотности 5-НТ2А-рецепторов 
в ответ на хроническое введение антагони-
стов  [9,  51]. Также нами не обнаружено при-
знаков снижения уровня мРНК гена Htr2a ни 
в одной из исследованных структур, что не по-
зволяет предполагать даун-регуляцию 5-НТ2А-
рецепторов. Следует отметить, что связывание 
5-HT2A-рецептора с антагонистом не обяза-
тельно способствует интернализации рецепто-
ра, а может приводить лишь к его диссоциации 
с G-белком  [9]. Мы также не можем исклю-
чить, что использованная дозировка кетансе-
рина (0,5  мг/кг) была недостаточной для де-
сенситизации 5-HT2A-рецепторов. Например, 
значительная десенситизация рецептора с пос-
ледующей даун-регуляцией при хроническом 
введении кетансерина была показана при 
использовании препарата в концентрации 
10 мг/кг [51]. Когда кетансерин вводился вме-
сте с флуоксетином, функциональная актив-
ность 5-HT2A-рецепторов, вероятно, сни-
жалась из-за аддитивного эффекта блокады 
рецепторов антагонистом и одновременной 
десенситизации из-за повышения количе-
ства 5-HT в синаптической щели. Это пред-
положение соотносится со множеством дан-
ных, указывающих на снижение плотности 
5-HT2A-рецепторов при хроническом введении 
СИОЗС [9, 52].

Повышение соотношения 5-ГИУК/5-HT 
в гиппокампе мышей, подвергнутых хрони-
ческому введению флуоксетина или комби-
нации флуоксетина и кетансерина, указывает 
на усиление обмена 5-HT. В наших прежних 
работах отмечалось, что гиппокамп  – одна из 
немногих структур мозга, в которых у мышей 
B6-M76C снижен катаболизм 5-НТ  [29,  30]. 
Локальное усиление катаболизма 5-HT в гип-
покампе, обнаруженное в настоящем исследо-
вании, может быть связано с даун-регуляцией 
постсинаптических 5-HT1A-рецепторов, о чём 
можно судить по значительному снижению 
уровня мРНК. Этот результат хорошо согла-
суется с ранее высказанным предположени-
ем о том, что у мышей B6-M76C постсинап-
тические 5-HT1A-рецепторы подвергаются 
более эффективной десенситизации [29]. Кро-
ме того, в ряде работ указывается, что ингиби-
рование не только пре-, но и постсинаптиче-
ских 5-HT1A-рецепторов приводит к усилению 
секреции 5-HT, что является следствием дез-
ингибирования 5-HT нейронов [7, 53].

В нашем исследовании изменения в мета-
болизме 5-HT сопровождались значительным 
снижением уровня мРНК генов, кодирующих 

MAOA (фермент, разрушающий 5-HT до его 
основного метаболита, 5-ГИУК) и транспор-
тёр 5-HT (5-HTT) в среднем мозге мышей всех 
экспериментальных групп. Хорошо известно, 
что через две недели введения флуоксетина 
экспрессия 5-HTT в среднем мозге существен-
но снижается [54, 55], поскольку 5-HTT явля-
ется основной мишенью для СИОЗС. Сниже-
ние уровня мРНК гена Maoa в мозге в ответ 
на введение флуоксетина ранее было пока-
зано только в контексте пренатального вве-
дения СИОЗС  [56]. В литературе отсутствуют 
упоминания о влиянии антагонистов 5-HT2A-
рецептора (включая кетансерин) на экспрес-
сию 5-HTT и MAOA в мозге. Таким образом, 
нами впервые показано, что хроническое вве-
дение кетансерина, одного или в комбинации 
с флуоксетином, снижает уровни мРНК генов 
Slc6a4 и Maoa в среднем мозге мышей.

Кроме того, отмеченное нами повышение 
активности ТПГ-2 (ключевого фермента био-
синтеза 5-HT в мозге) у мышей, получавших 
хронические инъекции кетансерина, согласу-
ется с литературными данными, предполага-
ющими, что введение антагонистов 5-HT2A-
рецептора (MDL 100907 либо ритансерина) 
оказывает влияние, противоположное ингиби-
рованию 5-HT нейронов, и восстанавливает их 
проводящую активность [57, 58]. Известно, что 
5-HT2A-рецепторы локализованы на ГАМК-
интернейронах в ядрах дорсального шва и об-
уславливают локальную ингибирующую петлю 
отрицательной обратной связи  [59]. Длитель-
ная блокада 5-HT2A-рецепторов у мышей 
B6-M76C могла привести к дезингибированию 
5-HT нейронов. Возможно, данный эффект 
был достаточен для значительного усиления 
продукции и/или секреции нейротрансмит-
тера в гиппокамп. Ранее мы сообщали, что де-
сенситизация 5-HT2A-рецептора не только уси-
ливает активность ТПГ-2, но также вызывает 
значительное увеличение концентрации 5-НТ 
в среднем мозге [60].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные данные показывают, что 
хроническое введение кетансерина (как по 
отдельности, так и в комбинации с флуоксе-
тином) даёт некоторые преимущества мышам 
линии B6-M76C: I)  повышает активность 
ТПГ-2 и обмен 5-HT в гиппокампе, и II) сни-
жает функциональную активность 5-НТ1А-ре-
цептора и уровни мРНК Htr1a, Slc6a4 и Maoa. 
Эти результаты согласуются с благотворными 
эффектами блокады 5-НТ2А-рецепторов при 
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лечении депрессивных расстройств. В то же 
время наши данные показывают, что у живот-
ных линии B6-M76C с нарушенной чувстви-
тельностью 5-НТ1А-рецепторов длительная бло-
када 5-HT2A-рецепторов селективным анта-
гонистом не позволяет достичь антидепрес-
сантного эффекта ни при монотерапии, ни 
в комбинации с флуоксетином. Полученные 
данные позволяют предполагать, что нару-
шение экспрессии и/или чувствительности 
5-НТ1А-рецепторов является важным факто-
ром, который может не только значительно 
ухудшать терапевтический ответ при ТРД, но и 
создавать препятствия для любых попыток его 
коррекции.
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EFFECTS OF CHRONIC COMBINED TREATMENT WITH KETANSERIN 
AND FLUOXETINE IN B6.CBA-D13Mit76C RECOMBINANT MICE 

WITH ABNORMAL 5-HT1A RECEPTOR FUNCTIONAL ACTIVITY

A. S. Tsybko*#, E. M. Kondaurova#, E. V. Zalivina, V. O. Blaginya, and V. S. Naumenko

Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, 
630090 Novosibirsk, Russia; e-mail: antoncybko@mail.ru

The recombinant B6.CBA-D13Mit76C mouse strain is characterized by altered sensitivity of 5-HT1A recep-
tors and greater Htr1a gene transcription. Recently, we found that in B6.CBA-D13Mit76C mice, chronic 
f luoxetine treatment produced pro-depressive effect in a forced swim test. Since 5-HT2A receptor block-
ade may be beneficial in treatment-resistant depression, we investigated the inf luence of chronic treatment 
(14 days, intraperitoneally) with selective 5-HT2A antagonist ketanserin (0.5 mg/kg), f luoxetine (20 mg/kg), 
or f luoxetine + ketanserin on the behavior, functional activity of 5-HT1A and 5-HT2A receptors, serotonin 
turnover, and transcription of principal genes of the serotonin system in the brain of B6.CBA-D13Mit76C 
mice. Ketanserin did not reverse the pro-depressive effect of f luoxetine. Fluoxetine, ketanserin, and f luoxe-
tine + ketanserin decreased functional activity of 5-HT1A receptors and Htr1a gene transcription in the mid-
brain and hippocampus. Additionally, all the tested drug regimens decreased mRNA levels of Slc6a4 and 
Maoa in the midbrain. These changes were not accompanied by a significant shift in the levels of serotonin 
and its metabolite 5-HIAA. Notably, ketanserin upregulated enzymatic activity of tryptophan hydroxylase 2 
(TPH2). Thus, despite some benefits (reduced Htr1a, Slc6a4, and Maoa transcription and increased TPH2 
activity), prolonged blockade of 5-HT2A receptors failed to ameliorate the adverse effect of f luoxetine during 
abnormal functioning of 5-HT1A receptors.

Keywords: 5-HT1A receptor, 5-HT2A receptor, TPH2, f luoxetine, ketanserin, antidepressant resistance
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Сенсоры синего света, криптохромы, составляют широко распространённый класс флавопротеи-
новых фоторецепторов, которые у растений регулируют сигнальные процессы, лежащие в осно-
ве их развития, роста и метаболизма. У некоторых водорослей криптохромы могут действовать 
не только как сенсорные фоторецепторы, но также как фотолиазы, катализирующие репарацию 
УФ-индуцированных повреждений ДНК. Криптохромы связывают в качестве хромофора FAD 
в гомологичном фотолиазе домене (photolyase homologous region, PHR) и содержат C-концевое 
удлинение (cryptochrome C-terminal extension, CCE), отсутствующее у фотолиаз. Фотосенсорный 
процесс в криптохроме инициируется фотохимическими превращениями хромофора, включаю-
щими образование редокс-форм FAD. В состоянии с восстановленным до нейтрального радикала 
хромофором (FADH•) фоторецепторный белок подвергается фосфорилированию, конформацион-
ному изменению и разобщению PHR-домена и CCE с последующим формированием олигомеров 
криптохромных молекул. Фотоолигомеризация – структурная основа функциональной активно-
сти криптохромов, определяющая формирование их комплексов с разнообразными сигнальными 
белками, включая транскрипционные факторы и регуляторы транскрипции. Взаимодействия в 
таких комплексах изменяют активность сигнальных белков, что приводит к регуляции экспрессии 
генов и фотоморфогенезу растений. В последнее время опубликовано много работ с новой, более 
детальной информацией о молекулярных механизмах отмеченных выше процессов. В настоящем 
обзоре основное внимание сосредоточено на анализе данных этих публикаций, особенно касаю-
щихся структурных аспектов перехода криптохромов в фотоактивированное состояние и регуля-
торных сигнальных процессов, опосредуемых криптохромными фоторецепторами у растений.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фоторецепторы криптохромы, FAD-хромофор, фотосенсорный процесс, фото-
олигомеризация, сигнальные белки и механизмы, регуляция реагирующих на свет генов.

DOI: 10.31857/S0320972523060052, EDN: EEUGZP

Принятые сокращения: (6-4)PP  – pyrimidine 6-4 pyrimidone photoproduct, пиримидин (6-4) пиримидоновый фото-
продукт; BICs – blue light inhibitors of CRYs, зависимые от синего света ингибиторы криптохромов растений; CCE – 
cryptochrome C-terminal extension, C-концевое удлинение криптохрома; CIB – CRY-interacting bHLH; CO – CONSTANS, 
транскрипционный фактор; COP1/SPA – (constitutive photomorphogenic 1)/(suppressor of PHYA-105 1) E3 ubiquitin ligase 
complex, комплекс белков с активностью Е3-убиквитинлигазы; CPD – cyclobutane pyrimidine dimer, циклобутановый пи-
римидиновый димер; CPF – cryptochrome/photolyase family proteins, белки семейства криптохромов/фотолиаз; CPH1 – 
Chlamydomonas photolyase homologous 1, plant-like pCRY protein, подобный криптохромам растений белок Chlamydomonas 
reinhardtii; CraCRY  – animal-like aCRY protein, подобный криптохромам животных белок C.  reinhardtii; CRYs (CRY1/
CRY2) – cryptochromes, криптохромы растений; LRGs – light-responsive genes, реагирующие на свет гены; PHR – photolyase 
homologous region, гомологичная фотолиазе область; PIFs – phytochrome-interacting factors, взаимодействующие с фито-
хромом факторы (регуляторы транскрипции); PPKs – photoregulatory protein kinases, фоторегуляторные протеинкиназы.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Свет УФ, видимой и ближней ИК-обла-
стей (290–800  нм) электромагнитного спектра 

солнца – ключевой стимул окружающей среды, 
который воспринимается многочисленными 
организмами из всех царств жизни. Для детек-
тирования световых стимулов живые системы 
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развили ряд специализированных сенсорных 
фоторецепторов [1–11], которые конвертируют 
физический сигнал в биохимические сигналь-
ные каскады с последующими фотобиологи-
ческими ответами. Это позволяет организмам 
реагировать на флуктуации многих парамет-
ров света и адаптироваться в условиях среды 
обитания. Сенсорные фоторецепторные бел-
ки обычно содержат молекулы хромофоров, 
чувствительных к фотонам разной энергии. 
Поглощение фотона хромофором фоторецеп-
тора в адаптированном к темноте состоянии 
инициирует серию фотохимических реакций 
(фотоцикл), сопровождающихся переходом фо -
торецептора из «темнового» (неактивного) со-
стояния в адаптированное к свету, или «сигналь-
ное» конформационное состояние. Такой пере-
ход означает фотоактивацию фоторецептора.

Растения с наиболее развитыми системами 
восприятия света, ответственными за разно-
образные фотоответы, обладают большим чис-
лом регуляторных сенсорных фоторецепторов, 
которые, имея разную спектральную чувстви-
тельность, вместе контролируют все области 
солнечного оптического спектра [12–20]. Мож-
но также отметить, что растительные фото-
рецепторы функционально взаимосвязаны в 
запуске программ развития растений и коор-
динации циркадных ритмов их физиологиче-
ских функций с суточным солнечным циклом. 
Эти сенсорные фоторецепторы на основании 
конкретной природы и фотоцикла хромофо-
ра подразделяются на несколько различ-
ных классов. К ним относятся фитохромы – 
сенсоры красного/дальнего красного света 
(600–750  нм)  [21,  22], криптохромы  [14,  23], 
фототропины и другие белки: Light-Oxygen-
Voltage (LOV) – сенсоры ультрафиолета А-об-
ласти (УФА)/синего света (320–400  нм/400–
500  нм)  [24], а также белок UV RESISTANCE 
LOCUS 8 (UVR8) – сенсор фотонов ультрафио-
лета В-области (УФВ, 290–320 нм) [25, 26]. За 
исключением белка UVR8, который не содер-
жит специального хромофора, каждый фото-
рецептор может быть функционально разделён 
на фотосенсорный модуль, содержащий хро-
мофор и обеспечивающий поглощение света, и 
эффекторный (сигнальный) модуль, опосреду-
ющий трансдукцию сигнала и фотобиологиче-
ский ответ. Фитохромы связывают билиновые 
хромофоры  [27], а рецепторы синего света – 
флавиновые хромофоры; криптохромы в каче-
стве хромофора связывают FAD [1].

У криптохромов растений (CRYs) FAD 
может существовать в четырёх редокс-фор-
мах: полностью окисленной форме (FAD), 
анион-радикальной (FAD•−), нейтральной ра-

дикальной (FADH•) и анион-восстановленной 
(FADH−) (рис. 1).

Все редокс-формы FAD имеют в спек-
трах поглощения максимум в области УФА 
при 360–370  нм, причём у FADH− максимум 
в этой области единственный. У окисленной 
формы FAD и анион-радикала FAD•− мак-
симумы расположены также в синей области 
(400–500  нм). У FADH• максимумы сильно 
сдвинуты в зелёную и красную области спек-
тра между 500 и 650  нм; это принципиаль-
ное отличие нейтрального радикала от FAD и 
FAD•−  [28,  29]. Приведённые данные показы-
вают, что каждая редокс-форма FAD харак-
теризуется специфическими максимумами в 
спектрах поглощения, и поэтому абсорбци-
онные спектры предоставляют важную ин-
формацию о редокс-состояниях хромофора в 
криптохромных белках.

Первый криптохром (cryptochrome, CRY1) 
был открыт у растения Arabidopsis thaliana [30], 
и было установлено, что этот белок, кодируе-
мый геном LONG HYPOCOTYL 4 (HY4), гомо-
логичен ДНК-фотолиазам – светочувствитель-
ным ферментам репарации повреждённой 
УФ-излучением ДНК. Белок HY4, как и фото-
лиазы, содержал FAD, но у него отсутство-
вала ДНК-репарирующая ферментативная 
активность фотолиаз  [31], и он проявлял ре-
гуляторные свойства сенсорного фоторецеп-
тора. Через несколько лет у A.  thaliana иден-
тифицировали второй криптохром (CRY2), а 
у Drosophila melanogaster открыли ещё один тип 
криптохрома – dCRY [32]. В настоящее время 
криптохромы найдены во всех биологиче-
ских царствах и определяются на основе схо-
жей двухдоменной структуры, включающей 
N-концевой α/β-домен, содержащий β-лист, 
и C-концевой α-спиральный домен, связы-

Рис. 1. Абсорбционные спектры редокс-форм FAD-хро-
мофора криптохромов
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вающий хромофор FAD. В совокупности они 
составляют консервативную гомологичную 
фотолиазе область (photolyase homologous 
region, PHR), называемую также PHR-доме-
ном, который состоит из примерно 500 остат-
ков. Дополнительно структура криптохро-
мов включает C-концевое удлинение (CRY 
C-terminal extension, CCE), называемое также 
CCE-доменом (у CRY1 и CRY2 он состоит из 
180 и 110  остатков соответственно, а у фото-
лиаз отсутствует) [33, 34].

Большинство криптохромов действуют как 
регуляторы экспрессии генов, особенно тран-
скрипции  [23,  35]. Из двух CRYs CRY1 функ-
ционирует и в ядре, и в цитоплазме, тогда как 
CRY2, по-видимому, исключительно ядерный 
белок, который завершает свой посттранс-
ляционный цикл в ядре  [36,  37]. У растений 
криптохромы регулируют множество фото-
ответов, в том числе таких, как транскрипция 
геномов, ингибирование вытягивания гипоко-
тиля, избежание тени, циркадные ритмы, ини-
циация цветения, программированная кле-
точная смерть и светозависимый стресс  [23]. 
Кроме того, CRYs могут вовлекаться в маг-
ниторецепцию  [38], как это показано в отно-
шении криптохромов других организмов  [39]. 
Хотя CRYs могут независимо регулировать 
фотоморфогенез, опосредованные ими ответы 
часто антагонистически или избыточно регу-
лируются с вовлечением других фоторецепто-
ров, а именно фитохромов, UVR8 и LOV-бел-
ков. Это объясняется тем, что криптохромы 
индуцируют ответы на синий свет путём взаи-
модействия со многими сигнальными белка-
ми, некоторые из которых могут взаимодей-
ствовать и с отмеченными фоторецепторными 
белками, вследствие чего может измениться 
(позитивно или негативно) эффективность 
сигнальных процессов, запускаемых CRYs [11].

В последнее десятилетие криптохромы так-
же широко изучаются у зелёных водорослей, 
содержащих подобные растениям и подобные 
животным типы криптохромов, которые при-
надлежат к семейству криптохромов/фотолиаз 
(cryptochrome/photolyase family, CPF). Некото-
рые криптохромы водорослей отличаются от 
криптохромов высших растений тем, что про-
являют бифункциональные свойства, действуя 
и как транскрипционные регуляторы, и как 
ДНК-фотолиазы. Кроме того, эти криптохро-
мы могут реагировать на свет и опосредовать 
фотоответы водорослей в более широкой обла-
сти спектра, чем CRYs, а именно в диапазоне 
500–650 нм [40].

По современным представлениям, фото-
сенсорные процессы в криптохромах иници-

ируются фотохимическими превращениями 
FAD-хромофора, которые индуцируют изме-
нения в хромофор-белковых взаимодействиях. 
Возникающие конформационные переходы 
в структуре белка, непосредственно окру-
жающего хромофор, распространяются внут-
ри фоторецептора, приводя к разобщению 
PHR- и CCE-доменов, что сопровождается 
формированием олигомеров криптохромных 
молекул  [41]. В этом состоянии криптохромы 
фосфорилируются фоторегуляторными про-
тенкиназами (photoregulatory protein kinases, 
PPKs), становятся функционально активными 
и образуют комплексы со многими сигнальны-
ми белками, включая транскрипционные фак-
торы и регуляторы экспрессии генов. Зависи-
мые от синего света взаимодействия в таких 
комплексах вызывают изменение активности 
сигнальных белков, определяющее их способ-
ность регулировать экспрессию реагирующих 
на свет генов (light-responsive genes, LRGs) [11].

Отмеченные процессы составляют молеку-
лярную основу сигнальной активности крип-
тохромов в фотоморфогенетическом развитии 
растений. В настоящем обзоре рассмотрены 
и проанализированы недавние данные, полу-
ченные при изучении сигнальных механизмов 
фоторегуляторных процессов, опосредуемых 
этими фоторецепторами.

БЕЛКИ CPF: 
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА

Гены родственных криптохромам белков 
найдены в геномах многих организмов из раз-
ных филогенетических групп – бактерий, водо-
рослей, грибов и животных  [1,  40, 42,  43]. Все 
криптохромные белки объединяет значитель-
ное структурное сходство с фотолиазами, ко-
торые содержат кофактор FAD в основном со-
стоянии в форме FADH−. В фотовозбуждённом 
состоянии FADH− непосредственно вовлекает-
ся в репарацию двух главных УФ-индуцирован-
ных повреждений ДНК – циклобутановых пи-
римидиновых димеров (cyclobutane pyrimidine 
dimers, CPDs) и пиримидин (6-4) пиримидоно-
вых фотопродуктов (pyrimidine (6-4) pyrimidone 
photoproducts, 6-4PPs). Ферменты, репарирую-
щие CPDs или 6-4PPs, названы соответственно 
CPD-фотолиазами или (6-4)-фотолиазами [44]. 
Квантовый выход фоторепарации CPD-фото-
лиазами значительно превышает квантовый 
выход фоторепарации (6-4)-фотолиазами, не-
смотря на сходство структур двух типов фер-
ментов и первичной фотохимии их флави-
нового кофактора. Это объясняется тем, что 
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фоторепарация 6-4PP – более сложная реак-
ция, чем фоторепарация CPD (подробнее этот 
вопрос рассматривается в следующем разделе).

Принято считать, что криптохромы эволю-
ционировали от фотолиазного предшествен-
ника. Подтверждением общих эволюционных 
корней фотолиаз и криптохромов может слу-
жить открытие у грибов, диатом и зелёных во-
дорослей белков с двойной функцией – ДНК-
репарирующей и регуляторной [10, 40, 45–47]. 
Большинство криптохромов не способны ката-
лизировать фоторепарацию ДНК. Однако от-
дельные их представители, относящиеся к бел-
кам CPF, сохраняют эту способность. Согласно 
современной филогенетической и функцио-
нальной классификации  [10,  43], белки CPF 
подразделяются на четыре класса. Среди них 
отметим два основных: растительные крипто-
хромы (CRYs) и подобные им белки (plant-like 
CRYs, pCRYs) и криптохромы животных и схо-
жие с ними белки (animal-like CRYs, aCRYs). 
Криптохромы растений и зелёных водорос-
лей, например, pCRY Chlamydomonas reinhardtii 
(Chlamydomonas photolyase homologous 1, CPH1), 
действуют в основном как сенсорные фото-
рецепторы, тогда как криптохромы животных 
могут выполнять функции либо фоторецепто-
ров (тип I), либо не реагирующих на свет ре-
гуляторов циркадных ритмов (тип II). Крипто-
хромы типа I найдены у насекомых (их прото-
типом считается криптохром дрозофилы dCRY), 
а криптохромы типа II – у млекопитающих. 
Другой тип криптохромов идентифицирован 
у птиц, рыб, земноводных и пресмыкающих-
ся; эти белки содержат FAD и фотохимиче-
ски активны  [48]. Несколько белков aCRYs 
обнаружено вне царства животных – главным 
образом у фотосинтезирующих водорослей. 
Зелёная водоросль C. reinhardtii содержит поми-
мо белка pCRY (CPH1) белок aCRY (CraCRY), 
который на 40–50% гомологичен по последо-
вательности белкам aCRYs из зелёной водорос-
ли Ostreococcus tauri и диатомы Phaeodactylum 
tricornutum. Эти криптохромы водорослей яв-
ляются бифункциональными белками, про-
являющими активность (6-4)-фотолиазы и функ-
цию регуляторов экспрессии генов. Интерес-
но, что регуляторная функция белка CraCRY 
выявлена не только при действии синего света, 
поглощаемого хромофором FAD в окисленной 
форме, но и при действии красного света, по-
глощаемого FADH• [40].

Почти все белки CPF подвергаются свето-
индуцированной реакции, называемой фото-
активацией, в которой функционально неак-
тивный FAD при фотовозбуждении отрывает 
электрон от соседнего триптофана. В восста-

новленном состоянии флавиновый хромофор 
либо инициирует трансдукцию сигнала (FADH•), 
либо после последующего поглощения фотона 
катализирует репарацию ДНК (FADH−). Бы-
стрый перенос электрона с поверхности белка 
на FAD обеспечивается консервативной триа-
дой триптофанов (Trp-триада). Этот внутри-
молекулярный путь переноса электрона удли-
няется у CraCRY и криптохромов животных 
типа  I (например, dCRY) за счёт четвёртого 
ароматического остатка  [49,  50] – тирозина 
(CraCRY) или триптофана (dCRY). Удлинённый 
электрон-транспортный путь важен не толь-
ко для реакций фотовосстановления FAD у 
белков aCRY, но и для функционирования 
(6-4)-фотолиаз.

У CRYs фотовосстановление FAD вызыва-
ет высвобождение CCE-домена из ядра PHR-
домена, с которым CCE был сильно связан в 
темноте. В результате CCE-домен переходит 
в неупорядоченное состояние, и его деструк-
турированная часть из 80 остатков становится 
доступной для взаимодействия с некоторыми 
белками – компонентами сигнальных путей 
криптохромов. Поэтому ранее полагали, что у 
CRY1 и CRY2 только CCE играет роль эффек-
торного домена. Однако полученные в послед-
нее время данные о физическом взаимодей-
ствии ряда сигнальных белков с PHR-доменом 
этих криптохромов позволяют считать, что 
PHR тоже может выполнять функцию эффек-
торного домена [23].

Впервые определённая кристаллическая 
структура PHR-домена CRY1 проявляет уди-
вительное сходство со структурой CPD-фото-
лиазы Escherichia coli, несмотря на их эволюци-
онную отдалённость. Вместе с тем кристалли-
ческая структура растительного криптохрома 
полной длины из-за технической трудности 
кристаллизации белка с большим внутренне 
неупорядоченным CCE-доменом пока не по-
лучена. У криптохрома дрозофилы dCRY со 
сравнительно малым CCE-доменом удалось 
определить не только кристаллическую струк-
туру полной длины, но и его комплекса с сиг-
нальным белком. Результаты этого исследова-
ния продемонстрировали центральную роль 
FAD-связывающего кармана и физических 
взаимодействий между PHR- и CCE-доменами 
в функционировании криптохромов живот-
ных  [51]. Существует общее согласие в том, 
что и у CRYs светозависимые изменения во 
взаимодействии между PHR- и CCE-доменами 
могут объяснить фотоиндуцированные кон-
формационные переходы. Однако конкретные 
сайты взаимодействия между PHR и CCE ещё 
предстоит идентифицировать.
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Как отмечено выше, фотоактивация CRYs 
начинается с поглощения фотона синего света 
хромофором FAD и его фотовосстановления. 
Это приводит к конформационным изме-
нениям, вызывающим разобщение PHR- и 
CCE-доменов и последующий переход фото-
рецептора из конформации с закрытым CCE-
доменом в конформацию с открытым CCE-
доменом. Такие изменения сопровождаются 
формированием олигомеров CRYs, которые 
необходимы для образования их комплексов 
с различными сигнальными белками. Взаимо-
действия в таких комплексах изменяют актив-
ность сигнальных белков, обеспечивая тем 
самым регуляцию ими экспрессии LRGs и 
программ развития растений. При изучении 
перечисленных процессов в последние годы 
получены новые результаты, которые рассмат-
риваются в последующих разделах.

ФОТОХИМИЯ 
FAD-ХРОМОФОРА В CPF-БЕЛКАХ 

И ФОТОАКТИВАЦИЯ КРИПТОХРОМОВ

Фотохимические свойства флавинов опре-
деляются системой сопряжённых двойных 
связей их изоаллоксазинового кольца. При по-
глощении фотона УФА/синего света происхо-
дит перераспределение заряда в изоаллоксази-
новом кольце и изменение редокс-потенциала 
флавина, что индуцирует его фотохимические 
превращения, вовлекающие перенос элек-
трона/протона и образование радикальных 
форм  [16,  29]. Структурное сходство между 
PHR-доменом криптохромов и фотолиазами, 
особенно в белковом кармане, связывающем 
FAD, определяет общий принцип их реаги-
рования на свет: у обоих типов белков фото-
индуцированное возбуждение хромофора 
инициирует реакции переноса электрона. Од-
нако механизмы фотохимических процессов 
у криптохромов и фотолиаз фундаментально 
различаются, и это, в частности, выражается в 
редокс-формах хромофора FAD в ходе его фо-
тоциклов.

Активация светом фотолиаз происходит с 
участием двух хромофоров – каталитическо-
го FADH− и антенного хромофора, функцию 
которого у большинства фотолиаз выполняют 
5,10-метенилтетрагидрофолат (5,10-methenyl-
tetra hydro folate, MTHF) или 8-гидроксидезаза-
флавин (8-hydroxy deazaflavin, 8-HDF). Антен -
ные хромофоры интенсивно поглощают фо-
тоны в области УФА и по физическому резо-
нансному механизму передают энергию воз-
буждения к FADH−, повышая его потенциал 

восстанавливать CPD или 6-4PP для после-
дующей их репарации фотолиазами. Вслед-
ствие переноса электрона от возбуждённого 
FADH− к CPD или 6-4PP образуются комплек-
сы с переносом заряда между нейтральным 
радикалом флавина (FADH•) и анион-радика-
лом CPD или 6-4PP. Далее в анион-радикале 
CPD происходит перераспределение электрон-
ной плотности, вследствие чего циклобутано-
вое кольцо расщепляется на два исходных пи -
римидина. Обратный перенос избыточного элек-
трона на FADH• восстанавливает его в актив-
ную форму FADH−. По сравнению с репара-
цией CPD репарация 6-4PP – более сложный 
процесс. Это связано с тем, что для форми-
рования двух неповреждённых пиримидинов 
анион-радикал 6-4PP должен быть предвари-
тельно конвертирован в другой интермедиат  – 
оксетан [16, 29, 52]. Согласно данным кристал-
лографического анализа структуры комплекса 
PHR-домена CraCRY с фрагментом ДНК, со-
держащим 6-4PP [53], механизм репарации ДНК 
(6-4)-фотолиазой предполагает поглощение 
второго фотона для перехода от интермедиата 
оксетана к двум исходным пиримидинам.

Большинство данных по фотохимии крип-
тохромов получено при изучении CRY1 и 
CRY2 A.  thaliana, CPH1 и CraCRY C.  reinhardtii 
и dCRY D. melanogaster [14, 50, 54–57]. В отли-
чие от фотолиаз, эти криптохромы в основ-
ном состоянии содержат FAD в полностью 
окисленной форме и обычно (за исключением 
CraCRY, который дополнительно встраивает хро -
мофор 8-HDF) не связывают антенный хромо-
фор. Как следует из структур криптохромов, 
это обусловлено замещением ключевых ами-
нокислотных остатков в белковых карманах, 
связывающих антенный хромофор, что пре-
пятствует его узнаванию и встраиванию.

При исследовании CRY1 и CPH1 с при-
менением спектроскопии временного разре-
шения в ИК-, УФ- и видимой области уста-
новлено, что поглощение фотона синего света 
хромофором FAD индуцирует реакцию его вос-
становления в анион-радикал (FAD•−) посред-
ством переноса электрона от соседнего остатка 
триптофана – компонента консервативной Trp-
триады. Сверхбыстрые реакции переноса элек-
трона от триптофана (Trp1H) к FAD и между 
концевым триптофаном (Trp3Н) и Trp1H проис-
ходят за 0,4 пс и 31 пс соответственно. Форми-
руемый при фотовосстановлении FAD анион-
радикал FAD•− протонируется у CRY1 и CPH1 
в течение нескольких микросекунд и переходит 
в радикал FADH•. Донором протона в этой ре-
акции может служить расположенный близко 
к изоаллоксазиновому кольцу флавина остаток 
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аспарагиновой кислоты. В пользу этого пред-
положения свидетельствуют данные, согласно 
которым замена аспарагиновой кислоты на 
цистеин в PHR-домене CPH1 полностью бло-
кирует перенос протона  [58]. Важное след-
ствие реакции протонирования  – стабилиза-
ция радикала флавина в состоянии FADH• 
и продление его времени жизни до несколь-
ких миллисекунд in  vitro и нескольких минут 
in  vivo  [54,  59]. Свойство FADH• поглощать 
свет в длинноволновой области спектра (500–
650 нм) способствовало установлению его 
роли как сигнальной формы флавинового хро-
мофора у CRYs. Было показано, что добавле-
ние зелёного света подавляет контролируемые 
криптохромом ответы на синий свет. Антаго-
нистическое действие зелёного света коррели-
ровало с уменьшением концентрации FADH• в 
результате его фотовосстановления в неактив-
ную форму FADH− [14]. Редокс-фотоцикл FAD 
завершается реакцией FADH− с кислородом 
и регенерацией исходной окисленной формы 
FAD (рис. 2).

Рис. 2. Фотоцикл хромофора FAD c последовательными 
его переходами в три редокс-формы. Цикл завершается 
окислением FADH− кислородом в исходную форму FAD. 
На первой стадии окисления интермедиатом может быть 
радикальная пара [FADH• + O2

•−]. На второй стадии су-
пероксид O2

•− заменяется на его протонированную форму 
HO2

•, с которой он находится в равновесии, и это при-
водит к окислению FADH• в FAD с выходом H2O2  [60]; 
FAD*  – фотовозбуждённый FAD, hν-1  – фотон синего 
света, hν-2  – фотон длинноволнового видимого света в 
области 500–650 нм

Как уже было отмечено, сигнальная актив-
ность криптохромов обеспечивается их CCE-
доменом, тогда как PHR-домен осуществляет 
регулируемый светом контроль над функцией 
CCE. После фотоактивации CCE-домен выс-
вобождается и может затем взаимодействовать 
с некоторыми сигнальными белками. Однако 
вопрос о том, как высвобождение CCE связа но 
с фотохимией криптохрома, оставался нере-
шённым. В исследовании с применением ИК-
спектроскопии временного разрешения обна-
ружено, что после формирования сигнальной 
формы FADH• в N-концевом α/β-субдомене 
PHR фоторецептора CPH1 в течение 500  мкс 
происходит заметное изменение структуры 
β-листа. Этот факт рассматривается как сви-
детельство ключевой роли β-листа во взаимо-
действии PHR и CCE, а также в их разобщении 
и последующей деструктуризации CCE  [58]. 
В недавнем исследовании получены дополни-
тельные данные, демонстрирующие, что ре-
организация именно β-листа вызывает дис-
социацию CCE от PHR-домена фоторецепто-
ра CPH1 [61]. Интересно, что у CRY1 переход 
CCE в неупорядоченное состояние проис-
ходит за время 100  мс после формирования 
FADH•, т.е. намного позже. В предложенной 
на осно ве полученных данных модели показа-
но, как структурные изменения синхронизи-
руются с фотохимией флавинового хромофора 
у CRYs [58].

ФОТООЛИГОМЕРИЗАЦИЯ 
КРИПТОХРОМОВ 

И ИХ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
С СИГНАЛЬНЫМИ БЕЛКАМИ: 

СТРУКТУРНЫЕ АСПЕКТЫ

Структуры фотоолигомеров криптохромов. 
Как отмечено выше, криптохромы с фотовос-
становленным FAD подвергаются конформа-
ционным изменениям, которые могут приво-
дить к разобщению PHR- и CCE-доменов [61]. 
Недавно было показано, что этот процесс мо-
жет вызывать изменения во взаимодействии 
между молекулами криптохромов, сопрово-
ждаемые их гомоолигомеризацией. Фотоолиго-
меризация требуется для функциональной ак-
тивности CRYs, так как повышает их сродство 
к сигнальным белкам [62]. К этим белкам отно-
сятся транскрипционные регуляторы, такие 
как CRY-interacting bHLHs (CIBs), взаимодей-
ствующие с фитохромом факторы – регуляторы 
транскрипции (phytochrome-interacting factors, 
PIFs, и CONSTANS, CO); регуляторы крипто-
хромов, такие как PPKs и зависимые от сине-
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го света ингибиторы CRYs (blue light inhibitors 
of CRYs, BICs), а  также E3-лигазный ком-
плекс constitutive photomorphogenic  1 (COP1)/ 
suppressors of PHYA-105 1 (SPAs)  [11,  23,  63]. 
В результате взаимодействия в комплексе гомо-
олигомера криптохрома с белками изменяется 
их сигнальная активность, что приводит к изме-
нению экспрессии генов и регуляции программ 
развития растений  [64]. Следует отметить, что 
ключевые детали этой модели не были точно 
определены, особенно в отношении структур-
ных изменений в гомодимере криптохрома, на 
основании которых можно было бы его отли-
чить от структуры мономера. Для решения 
этого вопроса проведено генетическое изуче-
ние связи структура–функция у CRYs  [65,  66]. 
Показано, что мутации остатков Trp-триады 
у CRY1 или CRY2 блокируют каскад переноса 
электрона и фотовосстановление FAD in  vitro, 
но не влияют на физиологическую активность 
мутантов in  vivo. Некоторые мутанты (напри-
мер, W374A у CRY2) проявляют конститутив-
ную, т.е. независимую от света физиологиче-
скую активность. Эти мутанты способствовали 
определению структуры гомоолигомеров крип-
тохромов. В отличие от дикого типа CRY2, ко-
торый подвергается фотоолигомеризации, му-
тант W374A CRY2 проявляет гомоолигомери-
зацию in vitro. Этот результат согласуется с дан-
ными о том, что фотоолигомеризация требу-
ется для функциональной активности CRY2, и 
что его мутант W374A конститутивно активен 
in  vivo  [64]. В недавней работе с применением 
низкотемпературной электронной микроско-
пии с визуализацией выявлены конфигурации 
гомодимера и гомотетрамера мутанта W374A 
CRY2, у которого эти олигомеры формируют-
ся посредством взаимодействий поверхностей 
PHR-доменов. Мутации в интерфейсе гомо-
димера приводили к уменьшению его срод-
ства к сигнальному белку CIB1. На основании 
этого факта предположили, что CIB1 взаимо-
действует с CRY2 в интерфейсе гомодимера, 
и, вероятно, поэтому именно олигомеры, а 
не мономеры являются активными формами 
криптохромов [67].

Структурные изменения в олигомерах 
PHR-домена CRY2 продемонстрированы так-
же в недавнем исследовании, проведённом с 
кристаллическими структурами PHR-домена 
в фотоактивном тетрамерном и неактивном 
мономерном состояниях  [68]. Формирование 
тетрамера опосредуется динамичной петлёй, 
связывающей PHR- и CCE-домены, которая 
способствует перемещению определённых остат-
ков в α-6 для их участия в формировании ак-
тивного интерфейса в олигомерном состоянии.

Взаимодействие CRY–BIC: ингибирование 
фотоолигомеризации и активации криптохромов. 
Инактивация фоторецепторов играет важную 
роль в поддержании необходимого уровня их 
светозависимой функциональной активности 
и в предотвращении чрезмерной чувствитель-
ности клеток к воздействию света. Фотоакти-
вированные криптохромы могут подвергаться 
инактивации по трём различным механизмам, 
включая спонтанную темновую реверсию го-
моолигомеров в мономеры, взаимодействие с 
ингибиторами (BICs) и убиквитин-зависимый 
протеолиз. Среди этих механизмов только ин-
гибирование криптохромов, вызываемое BICs, 
является светочувствительным процессом. Поэто-
му предполагается, что взаимодействие CRY–
BIC может играть более динамичную роль в 
регуляции активности криптохромов у расте-
ний, растущих на свету [68].

Анализ недавно полученной кристалличе-
ской структуры комплекса PHR-домена CRY2 
с BIC2 выявил два возможных механизма, 
проясняющих вопрос о том, как белки BIC 
могут инактивировать CRYs  [69]. Во-первых, 
BIC может ингибировать фотовосстановление 
FAD, поскольку связывание BIC2 с PHR уве-
личивает расстояние между донором электро-
на (W397) и акцептором (изоаллоксазиновое 
кольцо FAD) на 1  Å, и это может затруднить 
перенос электрона. Кроме того, связывание 
BIC2 с PHR может привести к вращению кар-
боксильной боковой цепи предполагаемого до-
нора протона (D393) на 50°, что увеличит рас-
стояние между донором протона и акцептором 
протона в хромофоре на 5 Å. Такое изменение 
делает протонирование маловероятным. Соот-
ветственно, BIC2 может блокировать фотовос-
становление FAD в FAD•− и его протонирова-
ние c переходом в сигнальную форму FADH•. 
Во-вторых, BICs могут действовать как ин-
гибиторы гомоолигомеризации криптохромов. 
В комплексе PHR-домена CRY2 с BIC2 струк-
тура фрагмента BIC2 определяет его способ-
ность опоясывать паз между двумя субдоме-
нами PHR-домена. PHR и BIC2 имеют по 
16 остатков, которые вовлекаются в формиро-
вание комплекса между ними. Индивидуаль-
ные мутации нескольких остатков в интерфей-
се комплекса снижали выраженное сродство 
между PHR и BIC2 in  vitro. Интерфейсы гете-
родимера CRY2–BIC2 и гомодимера CRY2–
CRY2 содержат по два остатка CRY2, а имен-
но W349 и R208. На основании полученных 
данных предполагается, что связывание BICs 
с CRYs конкурентно ингибирует фотоолиго-
меризацию CRYs, блокируя тем самым актива-
цию фоторецепторов.
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Взаимодействия CRY–CIB и CRY–PIF: пря-
мая регуляция экспрессии LRGs. Белок CIB1 
был первым CRY-взаимодействующим тран-
скрипционным регулятором, идентифициро-
ванным у растений. Как было установлено, 
CIB1 при взаимодействии с фотоактивиро-
ванным CRY2 индуцирует транскрипцию гена 
FLOWERING LOCUS T (FT), который коди-
рует центральный регулятор инициации цве-
тения  [70]. Было также показано, что другие 
CIB-белки (CIB2, CIB4 и CIB5) взаимодей-
ствуют с фотоактивированным CRY2 и свя-
зываются с FT-промотором [71]. Наиболее ве-
роятно, что CRY2 не влияет на сродство CIB-
белков к ДНК или хроматину  [70,  71], однако 
они напрямую взаимодействуют с транскрип-
ционным фактором CO для инициации цве-
тения  [72]. В соответствии с выдвинутым 
предположением CRY2 может изменить CIB–
CO-взаимодействие, обеспечивая тем самым 
последующую транскрипцию FT-гена. Вопрос 
о том, как именно CRY2/CIB1-комплекс опо-
средует регуляцию LRGs, остаётся пока невы-
ясненным.

Помимо CIB-белков, CRYs взаимодей-
ствуют с другой группой транскрипционных 
факторов – PIF-белками, которые вовлекаются 
в фотоморфогенетические ответы, опосредо-
ванные фитохромами  [17,  19,  22]. Фотоакти-
вированные CRY1 и CRY2 могут физически 
взаимодействовать с PIF4 и PIF5 посредством 
PHR-доменов CRYs и N-концевых доменов 
PIF-белков [73, 74]. Как было показано, в усло-
виях затенения уменьшается не только соот-
ношение интенсивностей красного/дальнего 
красного света, но и интенсивность сине-
го света; при этом и CRYs, и фитохром  B 

(phytochrome B, phyB) опосредуют фотоответы 
избежания тени  [20,  74]. Известно, что phyB, 
связываясь с PIF3, вызывает его фосфори-
лирование и убиквитин-зависимую деграда-
цию  [75]. Однако в условиях затенения phyB-
индуцированная деградация PIF3 ослабляется, 
и это способствует росту растения на слабом 
синем свету. Интересно, что в таких условиях 
CRYs могут подавлять деградацию PIF1  [76]. 
Согласно выдвинутому предположению, при 
низкой интенсивности синего света происхо-
дит уменьшение эффективности фотоолигоме-
ризации криптохрома и ослабление CRY–PIF-
взаимодействия с последующим накоплением 
PIF-белков. Следует отметить, что взаимодей-
ствие CRY–PIF, как и CRY–CIB-взаимодей-
ствие, не влияет на сродство PIFs к ДНК или 
хроматину, хотя изменяет их активность в ре-
гуляции транскрипции.

Фосфорилирование криптохромов PPKs. Хо-
рошо известно, что CRY1 и CRY2 подверга-
ются светозависимому фосфорилированию в 
растительных клетках [77, 78], причём фосфо-
рилирование CRY2 не только повышает актив-
ность фоторецептора, но также способствует 
его деградации с участием Е3-убиквитинли-
газ [37, 77, 79, 80]. В изолированных CRY2-бел-
ках выявлено много разных фосфорилиро-
ванных остатков, включая семь основных 
фосфосеринов, и уровень фосфорилирования 
почти всех этих остатков возрастает в ответ 
на действие синего света. Мутант SCRY2D не 
подвергается фосфорилированию и частично 
утрачивает физиологические функции.

Фосфорилирование CRY2 происходит пре-
имущественно в ядре и повышает как его ак-
тивность, так и дестабилизацию посредством 

Рис. 3. CRY2 подвергается светозависимым процессам олигомеризации и фосфорилирования, катализируемого PPKs. 
Это приводит к формированию полностью активного димера CRY2, который эффективно опосредует регуляцию LRGs, 
что сопровождается транскрипцией мРНК и фотобиологическим ответом. Фосфорилированный CRY2 подвергается 
также деградации с участием Е3-убиквитинлигазы; hν – фотон синего света
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фотоиндуцированного изменения конфор-
мации фоторецептора  [81]. Установлено, что 
четыре сходные PPKs, специфичные для ра-
стений, катализируют светозависимое фос-
форилирование CRY1 и CRY2 in  vivo. Все 
PPKs взаимодействуют в основном с нефос-
форилированными CRY-белками и с избыт-
ком фосфорилируют их. Фосфорилирующая 
активность в отношении CRY1 и CRY2 почти 
отсутствует у тройных мутантов PPKs; кроме 
того, CRY2 не подвергается деградации эти-
ми мутантами, что свидетельствует о необ-
ходимости фосфорилирования CRY2 для его 
последующего убиквитин-зависимого протео-
лиза. Эти результаты подтверждают модель, 
демонстрирующую, что фотоактивированные 
CRYs фосфорилируются четырьмя структурно 
схожими PPKs, и это вызывает конформаци-
онные изменения, повышающие физиологи-
ческую активность CRY1 и CRY2, а также де-
градацию CRY2 [81] (рис. 3). 

Кроме криптохромов, у PPKs есть дру-
гие субстраты, включая белок PIF3, который 
вовлекается в сигнальный путь фитохромов. 
На основании полученных данных предложен 
механизм, обеспечивающий координацию со-
вместных действий криптохромов и фитохро-
мов в фотоморфогенезе растений в ответ на 
разные длины волн света в естественных усло-
виях [75, 81].

Взаимодействия криптохромов с комплексом 
COP1/SPA: непрямая регуляция транскрипции. 
Общепринято, что COP1, который был пер-
вым сигнальным белком, идентифицирован-
ным у растений  [82,  83], является централь-
ным репрессором фотоморфогенеза, и это 
подтверждено изучением разных сенсорных 
фоторецепторов – криптохромов, фитохро-
мов и UVR8  [84–87]. Структура COP1 вклю-
чает N-концевой домен Really Interesting New 
Gene (RING), домен coiled-coil и C-концевой 
WD40-домен. COP1 действует in  vivo в ком-
плексе с четырьмя подобными ему белками 
SPA (SPA1–SPA4), отличие которых от COP1 
заключается в том, что в их доменной структу-
ре RING-домен заменён на подобный киназе 
домен, проявляющий, как недавно было по-
казано, киназную активность  [88–90]. Тетра-
мерный COP1/SPA-комплекс из двух COP1- и 
двух SPA-белков функционирует как Е3-убик-
витинлигаза и участвует в деградации тран-
скрипционных факторов, которые вовлекают-
ся в сигнальные пути фоторецепторов, регули-
рующих процессы фотоморфогенеза у расте-
ний [86].

В темноте COP1 находится преимуще-
ственно в ядре, где транскрипционные фак-

торы метятся для убиквитинации. Белки SPA 
не требуются для ядерной локализации COP1, 
однако в отсутствие SPA-белков COP1 не про-
являет активности [91]. Опознание транскрип-
ционных факторов происходит посредством 
C-концевых WD40-доменов COP1 и SPAs [90]. 
Поскольку WD40-домен SPA1 может замещать 
WD40-домен у COP1, но не наоборот, функ-
ции этого домена у двух белков, вероятно, 
сходны, но не идентичны [92]. Свет индуциру-
ет релокализацию COP1 в цитозоль, и, как по-
казано, это может содействовать стабилизации 
мишени COP1 в ядре – транскрипционного 
фактора LONG HYPOCOTYL 5 (HY5)  [93]. 
Установлено, что опосредованный фотоакти-
вированным CRY1 выход COP1 из ядра не 
зависит от SPAs, тогда как этот процесс, инду-
цированный дальним красным светом с уча-
стием фитохрома  A, зависит от SPA-белков, а 
фитохром  B, активированный красным све-
том, менее эффективен в удалении COP1 из 
ядра  [87]. Очевидные различия в инициации 
фитохромами и CRY1 процесса выхода COP1 
из ядра свидетельствуют о разных механизмах 
участия этих фоторецепторов в светозависи-
мой релокализации COP1 в цитозоль, однако 
конкретные сигнальные механизмы действия 
каждого фоторецептора остаются пока невы-
ясненными. Кроме того, неизвестно, проис-
ходит ли также светозависимая релокализация 
в цитозоль и SPA-белков.

Помимо отделения COP1 от транскрип-
ционных факторов, их стабилизация может 
быть достигнута CRY-опосредованным раз-
рушением COP1–SPA-взаимодействий, сопро-
вождаемым инактивацией убиквитинлигазной 
активности COP1/SPA-комплекса. Как было 
показано, регуляция активности COP1/SPA 
осуществляется светозависимым взаимодей-
ствием CRY1 и CRY2 с белками SPA  [94–96]. 
Интересно, что фоторецепторы CRY1 и CRY2 
взаимодействуют с белком SPA1 разными 
структурными доменами. CRY1 посредством 
CCE-домена взаимодействует с WD40-доме-
ном белка SPA1. Такое взаимодействие при-
водит к ослаблению связывания SPA1 с COP1 
с последующей диссоциацией и физическим 
разделением белков. В результате подавля-
ется COP1/SPA-лигазная активность и стаби-
лизируется транскрипционный фактор HY5, 
регулирующий рост гипокотиля  [87,  94,  95]. 
В противоположность этому N-концевой PHR-
домен CRY2 взаимодействует с N-концевым 
подобным киназе доменом SPA1, что усили-
вает COP1–SPA-взаимодействия и повышает 
стабильность комплекса. В этом состоянии 
COP1/SPA1 E3-убиквитинлигазная активность 
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Рис. 4. Модель инактивации убиквитинлигазной активности COP1/SPA-комплекса, вовлекаемого в деградацию тран-
скрипционных факторов (transcription factors, TFs). Фотоактивированный CRY2 в олигомерном фосфорилированном 
состоянии конкурирует с TFs за связывание с COP1 в комплексе COP1/SPA и вытесняет TFs из комплекса с последую-
щей их стабилизацией и участием в экспрессии LRGs; hν – фотон синего света

также уменьшается, и последующая стабили-
зация транскрипционного фактора CO обес-
печивает инициацию им фотопериодического 
цветения  [96]. Вопрос о том, как в точности 
взаимодействие CRY2 с белком SPA1 ингиби-
рует активность COP1/SPA-комплекса, оста-
ётся нерешённым.

Помимо взаимодействия с белками SPA, 
CRYs C-концевыми доменами могут напря-
мую взаимодействовать с COP1  [82,  83], при-
чём CRY1–COP1-взаимодействие зависит от 
SPA-белков, тогда как CRY2–COP1-взаимо-
действие от них не зависит [97]. Как продемон-
стрировано в недавних исследованиях, фото-
активированный CRY2 инактивирует COP1/
SPA-комплекс путём конкурентного вытесне-
ния субстратов COP1, а именно, транскрип-
ционных факторов, которые взаимодействуют 
с WD40-доменом COP1 [84, 98, 99]. Этот меха-
низм основан на том, что структуры CRY2 и 
субстратов COP1 содержат консервативный 
Val-Pro (VP)-пептид. Как следует из анализа 
кристаллических структур COP1 с VP-содер-
жащими пептидами и WD40-домена COP1 с 
VP-содержащим пептидом CRY2, CRY2 и суб-
страты COP1 взаимодействуют с WD40-доме-
ном COP1 через свои соответствующие VP-
пептиды и могут конкурировать за связыва-
ние с одним и тем же доменом COP1 [98]. Эти 
данные подтверждают механизм, в соответ-
ствии с которым инактивация COP1/SPA-ком-
плекса фотоактивированным CRY2 происходит 
в результате конкурентного вытеснения суб-
стратов COP1. Последующее накопление тран-
скрипционных факторов приводит к актива-
ции экспрессии реагирующих на свет генов и 
процессов фотоморфогенеза растений (рис. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Успехи в изучении молекулярных основ 
сигнальных процессов, опосредуемых крипто-
хромами у растений, связаны с идентифика-
цией в последнее время разнообразных сиг-
нальных белков, которые образуют комплексы 
с фотоактивированными олигомерами крипто-
хромных молекул. Светозависимые взаимодей-
ствия в таких комплексах изменяют активность 
сигнальных белков, обеспечивая прямую (CIB- 
и PIF-белки) или опосредованную (COP1/
SPA-белки) регуляцию ими транскрипции 
реагирующих на свет генов и процессов фото-
морфогенетического развития растений. Нега-
тивные регуляторы криптохромов, белки BIC, 
могут блокировать фотосенсорные процессы, 
запускаемые фотохимическими превращения-
ми хромофора FAD, и препятствовать олиго -
меризации фоторецепторов. Механизмы дей-
ствия BICs недавно подтверждены кристалли-
ческой структурой комплекса BIC2 с PHR-до-
меном CRY2. Также в недавних исследованиях 
с привлечением кристаллографического анали-
за раскрыт механизм инактивации COP1/SPA-
комплекса, вовлекаемого в деградацию тран-
скрипционных факторов. Механизм подавле-
ния фотоактивированным CRY2 активности 
COP1/SPA-комплекса основан на конкурент-
ном связывании фоторецептора с COP1 и 
вытеснении COP1-взаимодействующих тран-
скрипционных факторов с последующей их 
стабилизацией. Вместе с тем детали структур-
ных основ взаимодействий криптохромов в 
комплексах с другими сигнальными белками 
пока не выявлены. Ещё один важный вопрос, 
требующий прояснения, относится к динамике 
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комплексов криптохромов с взаимодействую-
щими сигнальными белками, а именно, какие 
точные механизмы могут обеспечивать регу-
ляцию формирования таких комплексов и их 
диссоциации, и это, по-видимому, представля-
ет собой наиболее привлекательную задачу для 
дальнейших исследований.
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MOLECULAR BASES OF SIGNALING PROCESSES REGULATED 
BY CRYPTOCHROME SENSORY PHOTORECEPTORS IN PLANTS

Review

G. Ya. Fraikin*, N. S. Belenikina, and A. B. Rubin

Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia; e-mail: Gfraikin@yandex.ru

The blue-light sensors cryptochromes compose the widespread class of f lavoprotein photoreceptors, regu-
lating in plants signaling processes underlying their development, growth, and metabolism. In several algae 
cryptochromes may act not only as sensory photoreceptors but also as photolyases, catalyzing the repair of 
UV-induced DNA lesions. Cryptochromes bind FAD as the chromophore in the photolyase homologous 
region (PHR) domain and contain the cryptochrome C-terminal extension (CCE), which lacks in photo-
lyases. Photosensory process in cryptochrome is initiated by photochemical chromophore conversions, in-
cluding the formation of FAD redox forms. In a state with the chromophore reduced to neutral radical 
(FADH•), photoreceptory protein undergoes phosphorylation, conformational changes, and disengage-
ment of the PHR domain and CCE with the subsequent formation of oligomers of cryptochrome molecules. 
Photooligomerization is a structural basis of functional activity of cryptochromes, which determines the 
formation of their complexes with variety of signaling proteins, including transcriptional factors and tran-
scription regulators. Interactions in such complexes change the protein signaling activity, leading to gene 
expression regulation and plant photomorphogenesis. In recent years, multiple papers, reporting novel, 
more detailed information about molecular mechanisms of above-mentioned processes were published. 
The present review largely focuses on the analysis of data contained in these publications, particularly re-
garding structural aspects of cryptochrome transitions into photoactivated states and regulatory signaling 
processes mediated by cryptochrome photoreceptors in plants.

Keywords: cryptochrome photoreceptors, FAD chromophore, photosensory process, photo oligomerization, signaling 
proteins and mechanisms, light-responsive gene regulation
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Ингибиторы поли(ADP-рибозо)полимеразы (PARP) человека рассматриваются в качестве пер-
спективных агентов для лечения сердечно-сосудистых, неврологических и других заболеваний, со-
провождающихся воспалением и окислительным стрессом. Ранее была продемонстрирована спо-
собность природных соединений 7-метилгуанина (7mGua) и 8-гидрокси-7-метилгуанина (8h7mGua) 
подавлять активность рекомбинантного белка PARP. В представленной работе мы исследовали 
возможность PARP-ингибиторного и цитопротекторного действия 7mGua и 8h7mGua в отноше-
нии культур недифференцированных и дифференцированных кардиомиобластов крысы Н9с2. 
Установлено, что 7mGua и 8h7mGua быстро проникают в клетки и эффективно подавляют сти-
мулированную H2O2 активацию PARP (IC50  =  270 и 55  мкМ соответственно). Выраженное цито-
протекторное действие 7mGua и 8h7mGua показано на клеточной модели окислительного стресса, 
причём 8h7mGua превзошёл по эффективности классический ингибитор PARP 3-аминобензамид. 
Полученные данные свидетельствуют о перспективности разработки ингибиторов PARP на основе 
производных гуанина и их тестирования в отношении моделей ишемия-реперфузионного повреж-
дения тканей.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: 7-метилгуанин, 8-гидрокси-7-метилгуанин, поли(ADP-рибозо)полимераза, инги-
битор, кардиомиоциты, окислительный стресс, цитопротекторное действие.
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Принятые сокращения: 3-AB – 3-аминобензамид; 7mGua – 7-метилгуанин; 8h7mGua – 8-гидрокси-7-метилгуанин; 
PAR – поли(ADP-рибоза); PARP – поли(ADP-рибозо)полимераза.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Природные соединения 7-метилгуанин 
(7mGua) и 8-гидрокси-7-метилгуанин (8h7mGua, 
рис.  1) являются метаболитами нуклеиновых 
кислот и в малом количестве обнаружены в 

крови и моче человека  [1–6]. 7mGua образу-
ется при деградации ДНК и матричной РНК, 
а 8h7mGua является продуктом окисления 
7mGua [7–10]. Ранее мы показали, что данные 
метаболиты ингибируют фермент поли(ADP-
рибозо)полимеразу (PARP), взаимодействуя 
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с остатками глицина и тирозина на участке 
связывания субстрата NAD+. Ингибиторная 
способность была продемонстрирована в раз-
личных экспериментах с очищенным реком-
бинантным ферментом, а также с помощью 
молекулярного моделирования [11–14].

PARP активируется при воздействии на 
клетку стрессовых факторов, вызывающих 
повреждение ДНК, и осуществляет синтез 
отрицательно заряженной поли(ADP-рибо-
зы) (PAR), выполняющей сигнальные функ-
ции [15–19]. PARP играет важную роль в под-
держании стабильности генома и регуляции 
экспрессии генов, однако её повышенная ак-
тивность может иметь негативные послед-
ствия  [20–22]. Так, при ишемии/реперфузии 
тканей наблюдается массированное повреж-
дение ДНК, сопровождающееся сверхактива-
цией PARP. Это приводит к резкому падению 
уровня NAD+ и ATP, индукции экспрессии 
провоспалительных генов и запуску механиз-
мов клеточной гибели [23–26].

Синтетические ингибиторы PARP ола-
париб, рукапариб и нирапариб применяются 
для подавления репарации ДНК в терапии 
онкологических заболеваний  [27–29], однако 
область возможного применения ингибито-
ров PARP гораздо шире. Известно, что PARP 
вовлечена в механизмы клеточной гибели при 
заболеваниях сердечно-сосудистой, нервной, 
иммунной, дыхательной и других систем орга-

низма  [30–34]. Патогенез этих заболеваний, 
как правило, связан с развитием острого или 
хронического окислительного стресса и вос-
паления. На различных моделях in  vivo про-
демонстрировано терапевтическое действие 
ингибиторов PARP при ишемия-реперфузи-
онном повреждении тканей, при осложнениях 
сахарного диабета, травмах головного мозга, 
артритах, воспалительных заболеваниях ки-
шечника и септическом шоке [35–37].

Широкое использование синтетических 
ингибиторов PARP затруднено ввиду вызывае-
мых ими серьёзных побочных эффектов  [38–
40], поэтому в данном контексте значительный 
интерес могут представлять природные соеди-
нения, такие как 7mGua и 8h7mGua. В част-
ности, проведённое нами токсикологическое 
исследование 7mGua продемонстрировало его 
безопасность при пероральном введении мы-
шам в дозе 50  мг/кг, а также отсутствие кан-
церогенного действия в ряде доклинических 
тестов  [41]. В представленной работе впервые 
изучены PARP-ингибиторные и цитопротек-
торные свойства природных пуринов 7mGua 
и 8h7mGua на клеточной модели повреждения 
кардиомиоцитов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали ингибиторы PARP 
3-аминобензамид (3-AB) и 7mGua, приобре-
тённые в компании «Sigma-Aldrich» (США), 
а  также 8h7mGua, который синтезировали по 
описанной ранее методике [13]. Также исполь-
зовали среды и реагенты для культивирования 
клеток («ПанЭко», Россия), эмбриональную сы-
воротку телёнка («HyClone», США), трансрети-
ноевую кислоту («ICN», США), флуоресцен-
тные красители Хёхст 33258 («Sigma-Aldrich»), 
Кальцеин АМ и Гомодимер этидия  III («Bio-
tium», США). Кардиомиобласты эмбриона 
крысы Н9с2 были получены из коллекции кле-
точных культур ATCC («LGC Stan dards», Вели-
кобритания).

Клетки Н9с2 культивировали в среде 
DMEM, содержащей эмбриональную сыворот-
ку телёнка (10%, v/v), L-глутамин (2  мМ) и 
смесь антибиотиков пенициллин/стрептоми-
цин, при 37 °С в атмосфере 5% СО2. При про-
ведении исследований на недифференцирован -
ных кардиомиобластах культуры растили в тече-
ние 24–48  ч в среде с 10% сыворотки. В экс-
периментах с дифференцированными клетками 
культуры растили 48 ч в среде с 10% сыворотки, 
а затем 72 ч в среде, содержащей 1% (v/v) сыво-
ротки и транс-ретиноевую кислоту (45  нг/мл), 

Рис. 1. Химические структуры природных пуринов 7mGua 
и 8h7mGua
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для стимуляции дифференцировки в миоци-
ты. Все эксперименты с клеточными культу-
рами проводили в 4- или 24-луночных пласти-
ковых планшетах («SPL», Республика Корея), 
поверхность которых предварительно покры-
вали желатином.

Анализ степени ингибирования PARP ис-
следуемыми веществами в живых клетках про-
водили по описанной ранее методике  [42]. 
Клетки Н9с2 (недифференцированные или 
дифференцированные) преинкубировали с 
исследуемым веществом в течение определён-
ного времени в среде DMEM с 1% сыворотки, 
затем вносили H2O2 до конечной концентра-
ции 1  мМ, и через 5 или 10  мин клетки фик-
сировали охлаждённым до 0 °С метанолом. 
Содержание PAR в клетках определяли им-
мунофлуоресцентным анализом с использо-
ванием первичных моноклональных анти-
тел к PAR (клон 10-H) («Santa Cruz Biotech.», 
США) и  вторичных антител, конъюгирован-
ных с Alexa 488 («Abcam», Великобритания). 
Ядра клеток контрастировали Хёхстом 33258. 
Для детектирования сердечного тропонина  Т 
использовали антитела, конъюгированные с 
Alexa 555 («Хайтест», Россия).

Для анализа цитопротекторного действия 
веществ в условиях острого окислительного 
стресса клетки H9c2 (недифференцированные 
или дифференцированные) преинкубировали 
с тестируемым веществом в среде DMEM с 1% 
сыворотки в течение 1  ч, затем вносили H2O2 
до конечной концентрации 1 мМ и помещали 
в CO2-инкубатор. Через 30  мин клетки отмы-
вали от H2O2 и продолжали инкубировать в 
среде с тестируемым веществом ещё 24  ч, по-
сле чего производили прижизненное окраши-
вание клеток Гомодимером этидия III, Каль-
цеином АМ и Хёхстом 33258.

Во всех экспериментах получали и анали-
зировали образцы из 3–5 независимо выра-
щенных культур. При определении остаточной 
активности PARP анализировали 400–800 ядер 
в 4–5 случайно выбранных полях лунки план-
шета (объектив 4×), а при определении плот-
ности культуры и конфлюентности  – от 40 
до  80% общей площади лунки (объектив 2,5×). 
При проведении попарного сравнения ис-
пользовали t-критерий Стьюдента, а в случае 
множественного сравнения – однофакторный 
дисперсионный анализ ANOVA и апостериор-
ный анализ Бонферрони. Полученные количе-
ственные данные представлены в виде «сред-
нее значение ± стандартное отклонение».

Анализ интенсивности флуоресценции в 
препаратах живых и фиксированных клеток 
проводили с использованием имиджера Lion-

Heart FX («Biotek», США) и конфокального 
микроскопа LSM 900 («Carl Zeiss», Германия). 
Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программного обеспече-
ния SigmaPlot («Systat Software Inc.», США) и 
Statistica («StatSoft Inc.», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводили на культурах как 
недифференцированных, так и дифференци-
рованных клеток  – кардиомиобластов и кар-
диомиоцитов крысы H9c2 (рис. 2). В процессе 
дифференцировки клеток H9c2 наблюдали об-
разование многоядерных синцитий-подобных 
структур (рис. 2, г) и увеличение уровня ткане-
специфического маркерного белка тропони-
на Т (рис. 2, е). Проведённые предварительные 
исследования не выявили какого-либо влия-
ния длительной инкубации (120  ч) с 7mGua 
или 8h7mGua в концентрации 300 мкМ на мор-
фологию и показатели жизнеспособности кле-
ток (рис. S1, рис, S2, таблица S1 Приложения), 
что свидетельствует о низкой цитотоксичности 
данных соединений.

Исследование на недифференцированных 
клетках Н9с2 показало, что 7mGua и 8h7mGua 
подавляют активность PARP, но 8h7mGua обла-
дает более выраженным действием, сопостави-
мым с классическим ингибитором PARP 3-AB 
(рис.  3). В концентрации 450  мкМ 8h7mGua 
практически полностью подавляет фермента-
тивную активность, в то время как 7mGua  – 
примерно на 70% (рис.  3,  в). Анализ дозовых 
зависимостей также демонстрирует более вы-
сокую эффективность 8h7mGua в сравнении 
с 7mGua: расчётные значения IC50 для этих 
соединений оказались равными 55 и 270  мкМ 
соответственно (рис. 3, г). Полученные данные 
хорошо согласуются с результатами экспери-
ментов с рекомбинантной PARP человека  [13], 
в которых 7mGua и 8h7mGua проявляли инги-
биторное действие в диапазоне концентраций 
10−5–10−4 М, и значения IC50 для 8h7mGua были 
в среднем в 4 раза ниже значений для 7mGua.

В аналогичном исследовании на диффе-
ренцированных клетках H9c2 показано, что 
эффективность PARP-ингибиторного действия 
8h7mGua близка к наблюдаемой с недиффе-
ренцированными клетками: расчётное зна-
чение IC50 оказалось равным 43  мкМ (рис.  4). 
Можно предположить, что рассматриваемые 
варианты фенотипа клеток Н9с2 существенно 
не отличаются как по внутриклеточной кон-
центрации NAD+, так и по проницаемости 
плазматической мембраны для 8h7mGua.
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Рис. 2. Изменение морфологии и экспрессии сердечного маркера при дифференцировке клеток H9c2. а–в – Культу-
ры недифференцированных клеток. г–е  –  Культуры дифференцированных клеток. а,  г  –  Клетки после прижизнен-
ного окрашивания Кальцеином АМ (зелёный цвет). б,  д  –  Морфология клеток при съёмке в режиме светлого поля. 
в, е – Иммунофлуоресцентный анализ сердечного тропонина Т (красный цвет). Длина масштабной планки соответ-
ствует 250 мкм (а, г) или 50 мкм (б, в, д, е)

При сравнении 1- и 4-часовой преинкуба-
ции клеток Н9с2 с производными гуанина не 
было выявлено существенных различий в ин-
гибировании PARP (рис. 3, в). Однако при бо-
лее детальном исследовании было обнаружено 
наличие чёткой и хорошо воспроизводимой 
зависимости степени ингибирования PARP от 
времени преинкубации с 7mGua в интервале 
0,5–4  ч (рис.  5,  а и  б). В диапазоне времени 
0,5–3  ч наблюдали некоторое снижение сте-
пени ингибирования PARP, а при увеличении 
времени преинкубации до 4  ч  – небольшое 
усиление ингибирования. Наблюдаемый вид 
зависимости может быть обусловлен такими 
факторами, как наличие механизмов обратно-
го транспорта 7mGua (ослабление действия) и 
превращение 7mGua в более активный метабо-
лит 8h7mGua (усиление действия). Получен-
ные данные также указывают на то, что 7mGua 
достаточно быстро проникает в клетку и выхо-
дит из неё. Эксперимент с отмывкой клеток 
от 7mGua показал, что для полного его уда-
ления из клетки достаточно не более 10  мин 
(рис. 5, в). Полное восстановление активности 
PARP в клетках после их отмывки от 7mGua 
указывает на обратимый характер ингиби-
рования данным соединением. Аналогичные 

данные были получены и для классического 
ингибитора PARP 3-AB (рис. 5, г).

Для моделирования острого окислитель-
ного стресса культуры клеток Н9с2 подвергали 
30-минутной инкубации в среде с Н2О2 (1 мМ) 
и через 24 ч оценивали показатели, характери-
зующие степень повреждения клеток (рис.  S3 
Приложения). При этом предварительно было 
установлено, что PARP-ингибиторный эффект 
7mGua, 8h7mGua и 3-AB на клетки сохра-
няется вплоть до 24  ч после их однократного 
внесения в среду (таблица  S2 Приложения). 
В  исследовании на культуре недифференци-
рованных клеток H9c2 после воздействия H2O2 
наблюдали катастрофическое снижение чис-
ла живых клеток (таблица). Внесение в среду 
культивирования 7mGua и 8h7mGua в концен-
трации 300  мкМ приводило к значительному 
увеличению числа выживших клеток. Оказа-
лось, что наиболее сильным цитопротекторным 
действием обладает 8h7mGua (увеличение чис-
ла живых клеток более чем в 3 раза). Интересно, 
что 3-АВ, взятый в концентрации 1000  мкМ, 
обеспечивающей полное подавление актив-
ности PARP, уступает по эффективности цито-
протекторного действия 8h7mGua и соизмерим 
с 7mGua (таблица). Можно предположить, что 
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Рис. 3. Ингибирование PARP в присутствии 7mGua и 8h7mGua в недифференцированных клетках Н9с2. а  –  Схема 
эксперимента. б – Выборочные микрофлуоресцентные снимки, полученные в ходе анализа. В качестве положитель-
ного контроля использован 3-AB. Длина масштабной планки соответствует 50 мкм. в – PARP-Ингибиторное действие 
тестируемых веществ в концентрации 450 мкМ при 1- и 4-часовой преинкубации. г – Сравнение дозовых зависимо-
стей для 7mGua и 8h7mGua (длительность преинкубации клеток с веществами – 1 ч; инкубация с 1 мМ H2O2 – 5 мин). 
***  р  <  0,001 относительно контроля (инкубация без тестируемых веществ). ###  p  <  0,001 относительно 1-часовой 
преинкубации клеток с 7mGua. §§§ p < 0,001 относительно 4-часовой преинкубации клеток с 7mGua

в данной модели действие производных гуанина 
обусловлено, наряду с ингибированием PARP, 
некоторыми дополнительными механизмами.

Дифференцированные клетки оказались 
более устойчивыми к повреждающему воздей-
ствию Н2О2 по сравнению с недифференциро-
ванными, однако и в данном случае 7mGua и 
8h7mGua увеличивали выживаемость клеток. 
При этом производные гуанина и 3-AB демон-
стрировали соизмеримое цитопротекторное 
действие (таблица). В культуре дифферен-
цированных клеток невозможно произвести 
морфометрический анализ ввиду слияния кле-
ток и многоядерности (см. рис.  2,  г), поэтому 
в качестве количественного показателя для 
оценки выживаемости использовали конфлю-
ентность – степень покрытия поверхности 
роста живыми клетками.

Рис. 4. Сравнение эффективности PARP-ингибиторного 
действия 8h7mGua в культурах дифференцированных 
и недифференцированных клеток Н9с2
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Рис. 5. Динамика PARP-ингибиторного действия 7mGua в недифференцированных клетках Н9с2 при его внесении 
и удалении из среды культивирования. а  –  Схема экспериментов. б  –  Влияние длительности преинкубации клеток 
с 7mGua на степень ингибирования PARP. в, г – Восстановление активности PARP в клетках после отмывки от 7mGua 
и 3-AB; клетки предварительно выдерживали в среде с ингибиторами в течение 1 ч. * p < 0,05 относительно контроля. 
*** р < 0,001 относительно контроля. §§ p < 0,01 относительно длительности преинкубации 0,5 ч. ### p < 0,001 относи-
тельно клеток без отмывки от ингибиторов (длительность отмывки 0 мин)

Влияние 7mGua и 8h7mGua на выживаемость клеток H9с2 в модели сильного окислительного стресса, вызванного 
воздействием H2O2

Тестируемое вещество H2O2

Содержание живых клеток в культуре

Недифференцированные клетки Дифференцированные клетки

N/см2 p* Конфлюентность, % p*

– (Контроль 1) – 13 204 ± 1862 < 0,001 81,3 ± 2,0 < 0,001

– (Контроль 2) + 240 ± 55 – 47,4 ± 2,2 –

7mGua (300 мкМ) + 617 ± 193 0,003 52,5 ± 1,8 0,003

8h7mGua (300 мкМ) + 807 ± 159 < 0,001 57,7 ± 2,3 < 0,001

3-АВ (1000 мкМ) + 660 ± 182 0,002 56,1 ± 1,8 < 0,001

* Значения р относительно контроля 2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее нами было установлено, что 7mGua 
и его метаболит 8h7mGua конкурентно инги-
бируют рекомбинантную PARP человека (изо-

форма 1), причём более сильным ингибитором 
является 8h7mGua  [13]. Хотя было известно о 
наличии PARP-ингибиторной активности у 
некоторых пуринов (преимущественно у мети-
лированных производных ксантина)  [43,  44], 
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мы показали, что 7mGua существенно превос-
ходит по активности ближайший аналог 7-ме-
тилксантин [11].

Поскольку PARP имеет чёткую ядерную 
локализацию, её эффективные ингибиторы 
должны проникать через плазматическую мем-
брану и диффундировать в ядро, не подвер-
гаясь при этом превращению в неактивные 
метаболиты. В представленной работе мы 
попытались выяснить, способны ли 7mGua и 
8h7mGua подавлять активность PARP в жи-
вых клетках и проявлять цитопротекторные 
эффекты, свойственные ингибиторам PARP. 
В  качестве объекта исследований была вы-
брана линия кардиомиобластов крысы Н9с2. 
Особенностью данных клеток является воз-
можность дифференцировки в кардиомиоци-
топодобный фенотип. Дифференцированные 
клетки Н9с2 по многим морфологическим, 
биохимическим и функциональным характери-
стикам сходны с кардиомиоцитами миокарда, 
хотя и не тождественны им (в частности, отсут-
ствует способность к сокращению) [45–47].

Для оценки ингибиторного действия про-
изводных гуанина использовали предложенный 
ранее протокол, основанный на иммунофлуо-
ресцентном анализе PAR после кратковре-
менной обработки клеток высокими дозами 
H2O2 [42]. Пероксид водорода быстро проника-
ет в клетку и при взаимодействии с Fe2+ превра-
щается в гидроксильный радикал, способный 
вызывать повреждения ДНК (в частности, од-
ноцепочечные разрывы, с которыми связыва-
ется PARP). Это приводит к быстрой активации 
PARP и синтезу PAR из клеточного NAD+.

В результате было подтверждено ингиби-
торное действие 7mGua и 8h7mGua на кле-
точном уровне, а также обнаружена сложная 
зависимость степени ингибирования PARP от 
времени преинкубации, которая может быть 
обусловлена сочетанием процессов обратного 
транспорта и превращением 7mGua в более 
сильный ингибитор 8h7mGua. Известно, что 
частичное превращение 7mGua в 8h7mGua 
происходит под действием фермента ксантин-
оксидазы  [10]. Вопросы транспорта 7mGua 
через плазматическую мембрану пока не изу-
чались. В качестве возможных механизмов, 
наряду с пассивной диффузией, следует рас-
сматривать белок-опосредованный транспорт 
с участием транспортёров нуклеозидов и азо-
тистых оснований [48–50].

Патогенез заболеваний сердечно-сосуди-
стой, нервной, иммунной, дыхательной и дру-
гих систем сопряжён с активацией PARP, при-
чём как сильной и транзиентной (например, 
при ишемия-реперфузионном повреждении 

тканей), так и умеренной и перманентной 
(например, при осложнениях сахарного диа-
бета). Ингибиторы PARP способны оказывать 
цитопротекторное действие на животных и 
клеточных моделях таких заболеваний [33, 37, 
51–53]. Для оценки цитопротекторной актив-
ности производных гуанина мы рассмотрели 
модель повреждения кардиомиоцитов в усло-
виях острого окислительного стресса, имею-
щую отношение к ишемия-реперфузион-
ному повреждению миокарда. Полученные 
данные свидетельствуют о способности 7mGua 
и 8h7mGua предотвращать гибель клеток при 
повреждающем воздействии. Интересно, что 
по наблюдаемому цитопротекторному эффекту 
8h7mGua превосходит классический ингиби-
тор PARP 3-АВ, что может свидетельствовать 
о влиянии производных гуанина на дополни-
тельные белковые мишени [54].

Таким образом, впервые на клеточном уров-
не исследованы PARP-ингибиторные и цито-
протекторные свойства производных гуанина 
7mGua и 8h7mGua. Эксперименты проведены 
на культурах недифференцированных и диф-
ференцированных клеток линии H9c2. Пока-
зано, что оба соединения подавляют стимули-
рованную H2O2 активацию PARP в клетке в 
диапазоне 10−5–10−4  М. При этом 8h7mGua 
оказался в несколько раз более эффектив-
ным ингибитором по сравнению с 7mGua. 
При моделировании острого окислительного 
стресса, индуцированного 30-минутной обра-
боткой клеток H2O2, 8h7mGua в концентрации 
300  мкМ продемонстрировал цитопротектор-
ное действие, превосходящее по эффектив-
ности классический ингибитор PARP 3-AB. 
Полученные данные свидетельствуют о воз-
можности разработки новых лекарствен-
ных препаратов на основе 8h7mGua и других 
производных гуанина для лечения заболева-
ний, ассоциированных с воспалением, окис-
лительным стрессом и повышенной актив-
ностью PARP.
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NATURAL GUANINE DERIVATIVES EXERT PARP-INHIBITORY 
AND CYTOPROTECTIVE EFFECTS IN A MODEL 

OF CARDIOMYOCYTE DAMAGE UNDER OXIDATIVE STRESS

S. I. Shram1*, T. A. Shcherbakova2, T. V. Abramova3, E. C. Baradieva1, A. S. Efremova4, 
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Inhibitors of human poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) are considered as promising agents for the treat-
ment of cardiovascular, neurological, and other diseases accompanied by inf lammation and oxidative stress. 
Previously, the ability of the natural compounds 7-methylguanine (7mGua) and 8-hydroxy-7-methyl-
guanine (8h7mGua) to suppress the activity of the recombinant PARP protein was demonstrated. In the 
present work, we have investigated the possibility of PARP-inhibitory and cytoprotective action of 7mGua 
and 8h7mGua against rat cardiomyoblast cultures (undifferentiated and differentiated H9c2). It was found 
that 7mGua and 8h7mGua rapidly penetrate into cells and effectively suppress H2O2-stimulated PARP 
activation (IC50  =  270 and 55  μM, respectively). The pronounced cytoprotective effects of 7mGua and 
8h7mGua were shown in a cellular model of oxidative stress, and 8h7mGua exceeded the classic PARP in-
hibitor 3-aminobenzamide for effectiveness. The obtained data indicate the prospects for the development 
of PARP inhibitors based on guanine derivatives and their testing on models of ischemia-reperfusion tissue 
damage.

Keywords: 7-methylguanine, 8-hydroxy-7-methylguanine, poly(ADP-ribose) polymerase, inhibitor, cardiomyocytes, 
oxidative stress, cytoprotection



БИОХИМИЯ, 2023, том 88, вып. 6, с. 973 – 983

973

УДК 577.22; 577.214.5

МНОЖЕСТВЕННЫЕ НЕКАНОНИЧЕСКИЕ 
СТЭКИНГ-ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКИХ 

ОСНОВАНИЙ КАК ОДИН ИЗ ГЛАВНЫХ ФАКТОРОВ 
ОРГАНИЗАЦИИ ТРЕТИЧНОЙ СТРУКТУРЫ РНК

© 2023 В.Г. Метелев1, Е.Ф. Баулин2, А.А. Богданов1,3,4*
1 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 

химический факультет, 119991 Москва, Россия
2 Институт математических проблем биологии РАН – филиал ИПМ имени М.В. Келдыша РАН, 

142290 Пущино, Россия
3 НИИ физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского, 

Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
119992 Москва, Россия; электронная почта: bogdanov@belozersky.msu.ru

4 Государственный научный центр Федеральное государственное бюджетное учреждение науки 
Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН, 

117997 Москва, Россия

Поступила в редакцию 21.03.2023
После доработки 18.04.2023

Принята к публикации 20.04.2023

Межплоскостные (стэкинг) взаимодействия гетероциклических оснований нуклеотидных остат-
ков (н.о.) РНК являются одним из важнейших факторов организации её вторичной и третичной 
структуры. Большая часть таких (канонических) взаимодействий осуществляется между непо-
средственными соседями в полинуклеотидных цепях РНК. Однако по мере накопления данных 
об атомных третичных структурах самых разнообразных РНК и их комплексов с белками стало 
ясно, что с помощью стэкинга оснований (неканонического) могут взаимодействовать н.о. РНК, 
не являющиеся соседями в их полинуклеотидных цепях и иногда разделённые в первичной струк-
туре РНК десятками или сотнями н.о. В настоящей работе представлена исчерпывающая база дан-
ных о таких элементах и их окружении в макромолекулах природных и синтетических РНК. 
Они названы NA-BSE (nonadjacent base-stacking elements). Анализ этих данных показал, что фор-
мирующие NA-BSE н.о. составляют в среднем около четверти всех н.о. той или иной РНК и дол-
жны рассматриваться как полноценные мотивы в их третичной структуре. В работе проведена 
классификация NA-BSE по типам локализации в макромолекулах РНК. Показано, что структуро-
образующая роль NA-BSE состоит в компактном сворачивании однотяжевых петель РНК, в пре-
вращении двутяжевых и более сложноорганизованных петель в несовершенные спирали, а также 
в связывании удалённых в первичной и вторичной структуре районов РНК.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: стэкинг-взаимодействия, третичная структура РНК, рибосомные РНК, рибо-
нуклеаза Р, РНК-мотивы.

DOI: 10.31857/S0320972523060076, EDN: EFLFMJ

Принятые сокращения: н.о. – нуклеотидные остатки; РНКаза Р – рибонуклеаза Р; BIE – base-intercalated element; 
BWE – base-waged element; DC – double-crossing; NA-BSE – nonadjacent base-stacking element.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Известно, что макромолекулярная струк-
тура РНК определяет её функциональные свой-
ства. И хотя общие принципы организации вто-
ричной и третичной структуры одноцепочечных 
РНК были сформулированы Fresco et.  al.  [1] и 
Спириным  [2] более 60  лет назад, сегодня мы 

всё ещё не можем, располагая только нуклео-
тидной последовательностью некой достаточно 
протяжённой РНК, достоверно предсказать её 
пространственную структуру.

За последние 20–25 лет в изучении макро-
молекулярной структуры РНК произошла на-
стоящая революция: в руках исследователей 
оказались тысячи третичных структур разно-
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образных природных РНК и их синтетиче-
ских аналогов, полученных с атомным раз-
решением с помощью рентгеноструктурного 
анализа, криоэлектронной микроскопии или 
ЯМР-спектроскопии. Следует подчеркнуть, что 
многие из этих структур описывают детали 
пространственной организации макромолекул 
РНК в комплексе со специфическими белка-
ми, то есть в состоянии, близком к тому, в ко-
тором они находятся в клетке. Это особенно 
важно, поскольку пространственная структура 
свободной РНК, за редкими исключениями, 
существенно отличается от таковой в природ-
ных РНК-белковых комплексах. В настоящее 
время общедоступные банки данных (PDB, 
NDB) содержат более 5000 таких структур. 
Анализ этих данных постоянно приносит ин-
формацию об общих структурных элементах, 
т.н. мотивах, которые повторяются с разной 
степенью регулярности в третичной структу-
ре широкого спектра РНК  [3]. Так, например, 
уже при анализе первых атомных структур в 
рибосомах (рибосомных РНК, рРНК) были 
идентифицированы такие элементы, как A-ми-
норы  [4] и K-повороты  [5], и продемонстри-
рована их общность для РНК других классов. 
Следует подчеркнуть, что открытие новых моти-
вов постоянно продолжается. Например, отно-
сительно недавно был обнаружен и охаракте-
ризован широко распространённый мотив, в 
котором свободная пара электронов O4′-атома 
остатка рибозы одного нуклеотида взаимо-
действует с плоскостью гетероциклического 
основания другого нуклеотида [6]. Мы, в свою 
очередь, описали мотивы, которые мы на-
звали BIE и BWE (base-intercalated element и 
base-waged element соответственно) [7]. В этих 
структурных элементах гетероциклическое осно-
вание удалённого нуклеотидного остатка (н.о.) 
либо интеркалирует между двумя соседними 
основаниями определённого динуклеотидного 
сегмента РНК (BIE), либо вытесняет среднее 
основание из тринуклеотидного сегмента, за-
нимая его место (BWE). BIE и BWE участвуют 
не только в сворачивании полинуклеотидных 
цепей РНК в уникальные пространственные 
структуры, но также важны для организации 
функциональных центров РНК и РНК-бел-
ковых комплексов. В ходе анализа BIE и BWE 
мы заметили, что эти структурные элементы 
являются представителями гораздо более об-
ширного семейства мотивов. Общим для это-
го семейства является стэкинг-взаимодействие 
между основаниями н.о., которые располо-
жены в первичной структуре РНК на разных 
расстояниях друг от друга, но не являются не-
посредственными соседями. Мы объединили 

их под сокращённым обозначением NA-BSE 
(nonadjacent base-stacking elements). Соответ-
ственно, межплоскостные взаимодействия ну-
клеиновых оснований в NA-BSE мы называем 
здесь неканоническими, чтобы отличить их от 
канонических стэкинг-взаимодействий сосед-
них н.о. в РНК и полинуклеотидах.

В этой статье мы представляем базу дан-
ных, включающую все разновидности мотивов 
этого семейства, и рассматриваем их структур-
ную роль. Они обнаруживаются во всех при-
родных и многих синтетических РНК, для 
которых на сегодняшний день установлена 
третичная структура с высоким разрешением. 
Следует отметить, что существование NA-BSE 
некоторых типов ранее эпизодически фикси-
ровалось в третичных структурах ряда РНК 
и рибонуклеопротеинов (РНП), см., напри-
мер, работы Dallas et  al., Cate et  al. и Teplova 
et al. [8–10]. Однако их никогда не рассматри-
вали как повторяющиеся элементы (мотивы) в 
пространственной структуре РНК, их не клас-
сифицировали по типам локализации в макро-
молекулах РНК, а также не анализировали 
их структурообразующие и функциональные 
свойства. Такой систематический анализ про-
водится впервые в данной работе. Он показы-
вает, что NA-BSE не только широко распро-
странены во всех классах РНК, но и играют 
значительную роль в организации их третич-
ной структуры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Мы определили NA-BSE как максималь-
ный набор из k нуклеотидов N1,  ..., Nk, такой, 
что для каждого i < k Ni и Ni+1 образуют не-
каноническое стэкинг-взамодействие основа-
ний, т.е. они не являются соседями по по-
следовательности, и их основания уложены 
в стопку.

Для построения набора данных NA-BSE 
мы использовали неизбыточный набор РНК-
содержащих структур из PDB с ограничением 
среднего разрешения 3,0 Å (версия 3.166 [11]). 
Для аннотирования NA-BSE использовалась 
программа DSSR (версия 2.0 [12]). Результирую-
щий набор данных включал только NA-BSE 
из цепей РНК длиной ≥  25  нуклеотидов, при 
этом анализировались стэкинг-взаимодействия 
оснований, для которых угол основание- осно-
вание был <30°, и расстояние между бли-
жайшими атомами двух оснований составля-
ло <4,0  Å. Другой набор данных был создан с 
использованием неизбыточного набора струк-
тур с ограничением разрешения 3,5 Å.
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Столбцы подготовленных таблиц были та-
кими же, как в работе Baulin et al. [7], и вклю-
чали параметры стэкинга, параметры спарива-
ний, в которых участвуют основания, и другие 
(см. вкладку readme в табл.  S1 Приложения). 
Мы также аннотировали третичные мотивы 
РНК, имеющие общие нуклеотиды с NA-BSE, 
включая коаксиальный стэкинг, A-миноры, 
К-повороты, рибозные молнии, BIE, BWE, ди-
нуклеотидные платформы, внутренние петли с 
тандемными GA-спариваниями и внутренние 
петли типа UAA/GAN (см.  табл. S2 Приложе-
ния). Внутренние петли были аннотированы 
с использованием пакета URSLIB  [13], а все 
остальные мотивы были аннотированы с ис-
пользованием DSSR.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Базы данных и статистика. В качестве ос-
новной в этой работе использовалась база 
данных, разработанная на основании анализа 
третичных структур РНК, полученных с раз-
решением не ниже 3,0  Å (база данных «3,0»). 
Она включает в себя 11 733 NA-BSE различ-
ных размеров, образованных за счёт стэкинг-
взаимодействий между гетероциклическими 
основаниями 14 862  н.о., не являющихся не-
посредственными соседями в полинуклео-
тидных цепях РНК (табл.  S1 Приложения). 
При этом 9525 NA-BSE состоят из двух н.о., 
1500 мотивов – из трёх, 512 мотивов – из четы-
рёх, 179  мотивов  – из пяти и 17  мотивов  – из 
шести  н.о. В основной базе данных NA-BSE, 
образованные н.о., принадлежащими разным 
молекулам РНК, составляют всего 3,3%.

Из 11 733 NA-BSE 60,5% представлены 
только пуриновыми н.о., 32,4% – пуриновыми 
и пиримидиновыми и 5,9% – только пирими-
диновыми н.о.; 1,2% NA-BSE содержат моди-
фицированные основания.

Мотивы, описываемые в этой работе, об-
наруживаются во всех элементах вторичной 
структуры РНК. Это хорошо иллюстрирует 
рис. 1, на котором в классической модели вто-
ричной структуры сегмента (49-360) рРНК ма-
лой субъединицы рибосом E. coli отмечены н.о., 
образующие NA-BSE в этом сегменте рРНК в 
составе малой субъединицы рибосомы. Они со-
ставляют примерно четверть (25,6%) от общего 
числа н.о. в этом сегменте РНК. Похожая кар-
тина наблюдается и для NA-BSE 23S рРНК этих 
рибосом, доля которых равна примерно 26% 
от их общего числа н.о. в её макромолекуле.

Более 98% NA-BSE, входящих в основную 
базу данных, дополнительно стабилизированы 

взаимодействием основания с фосфатными груп-
пами, 22,7% мотивов стабилизированы взаимо-
действием основания одного н.о. с O4′-атомом 
рибозы другого н.о. В большинстве NA-BSE 
(56,1%) их основания находятся в стэкинге с 
основаниями фланкирующих н.о., располо-
женных с обеих сторон мотива; у 35,1% моти-
вов взаимодействующий с ними фланкирую-
щий нуклеотид расположен только с одной 
стороны, а 8,8% мотивов вообще не имеют 
фланкирующих н.о. Кроме того, гетероцикли-
ческие основания в большинстве NA-BSE об-
разуют с основаниями соседних районов РНК 
как уотсон-криковские, так и (гораздо чаще) 
неуотсон-криковские пары (см. табл. S1 При-
ложения и рассматриваемые ниже примеры).

6903 NA-BSE (58,8%) не участвуют в фор-
мировании каких-либо других известных мо-
тивов, обнаруженных в третичных структурах 
РНК; в то же время 4830 NA-BSE (41,2%), вхо-
дящих в базу данных «3,0», имели общие ну-
клеотиды по крайней мере с одним из таких 
мотивов.

Типы NA-BSE. Структурные мотивы, опи-
сываемые в этой работе, можно подразделить 
на три типа.

NA-BSE первого типа (NA-BSE  I) образо-
ваны н.о. одного и того же одноцепочечного 
участка или (крайне редко) остатками одной 
из цепей двухцепочечного участка РНК. В пер-
вичной структуре РНК они разделены всего 
несколькими (часто одним) н.о., а образова-
ние мотива сопровождается выходом из петли 
или из двойной спирали одного или несколь-
ких остатков (рис. 2, а). Эти остатки часто иг-
рают важную роль в узнавании РНК белками 
(см., например, работы Yogesh et  al. и Laura 
et al. [14, 15]).

Ко второму типу (NA-BSE II) мотивов это-
го семейства относятся структурные элементы, 
в которых стэкинг-взаимодействия осущест-
вляются между гетероциклическими основа-
ниями н.о., находящихся в разных цепях одной 
двойной спирали (как, например, на рис. 2, б) 
или более сложноорганизованной петли, а 
также в участках противоположных полину-
клеотидных цепей, связанных друг с другом, в 
частности, благодаря образованию неканони-
ческих (неуотсон-криковских) пар оснований. 
(Следует заметить, что в традиционных схемах 
вторичных структурах РНК они часто пред-
ставлены в виде петель.)

К третьему типу NA-BSE (NA-BSE LR, long- 
range) относятся мотивы, образованные за счёт 
стэкинг-взаимодействий нуклеотидов, распо-
ло женных в разных петлях РНК, в разных це-
пях одной и той же РНК (при этом расстояние 
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Рис. 1. Схема канонической вторичной структуры сегмента  (49-360) 16S рРНК E.  coli (http://rna.bgsu.edu/rna3dhub/
motifs/2ds/escherichia_coli_16s). Чёрными квадратами отмечены н.о., образующие NA-BSE в этом сегменте рРНК в 
составе малой субъединицы рибосомы

между взаимодействующими нуклеотидами в 
первичной структуре РНК может достигать не-
скольких сотен н.о. (рис. 3)) или в разных мо-
лекулах РНК. Так, в частности, в связывании 
5,8S рРНК с остальной частью рРНК большой 
субъединицы рибосом эукариот участвуют 
семь NA-BSE третьего типа (см., например, 
файл 6ZMI в табл. S1 Приложения).

Следует подчеркнуть, что BIE и BWE, по-
дробно описанные ранее  [7], могут относить-
ся к любому из трёх типов NA-BSE. В основ-
ной базе данных, представленной в настоя-
щей ра боте, они, как правило, входят в состав 
NA-BSE, состоящих из четырёх н.о.

Наиболее распространённым типом NA-BSE 
оказался тип II, на долю которого приходится 
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Рис. 2. Локализация н.о., образующих NA-BSE первого и второго типа. а  –  Локализация н.о., образующих NA-BSE 
первого типа, во фрагменте 16S рРНК в составе рибосом E. coli. б – Локализация н.о., образующих NA-BSE второго 
типа, во фрагменте 23S рРНК в составе рибосом Thermus thermоphilus. Панели  (а)  – локализация н.о. во вторичной 
структуре, панели  (b)  – пространственная организация этих мотивов в третичной структуре рРНК (PDB ID 7K00 
и 4Y4O соответственно)

Рис. 3. Локализация н.о., образующих NA-BSE третьего типа, в структуре 23S рРНК рибосом E. coli. а – Локализация 
н.о. во вторичной структуре. б – Пространственная организация этого мотива во внутририбосомной третичной струк-
туре рРНК (PDB ID 7K00)

45,5% мотивов, при этом доли мотивов типа I 
и типа LR в основной базе данных составили 
31,8% и 22,7% соответственно.

Структурообразующие функции NA-BSE. 
Разнообразие структурообразующих функций 
NA-BSE мы продемонстрируем здесь на при-
мере рибонуклеазы  Р (РНКазы  Р). Структура 
рибозимов этого класса из различных источни-
ков, а также их комплексов с тРНК, процессинг 

5′-концевого района которых они осуществля-
ют, была детально изучена (для обзора см. ра-
боту Mondragón et  al.  [16]). Макромолекула 
РНКазы Р состоит из двух доменов: S-домена, 
специфически узнающего её субстрат, пред-
шественник тРНК, и С-домена, обладающего 
каталитической активностью. В настоящей ра-
боте была проанализирована атомная структу-
ра S-домена РНКазы Р из T. thermоphilus, кото-
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NA-BSE, участвующие в формировании третичной структуры S-домена РНКазы Р T. thermophilus [17, 18]

№ NA-BSE Тип Роль в формировании третичной структуры РНК

1 G79.G110 II коаксиальный стэкинг спиралей Р7 и Р10

2 С88.С90 I компактная укладка петли с экспонированием А89

3 A107.C109 I внутриспиральный стэкинг с экспонированием А108

4 A108.A226 LR межспиральный контакт спиралей Р9 и Р10

5 G111.A225.A112.C224 LR-LR-LR формирование межпетлевого NA-BSE-ZIP мотива

6 G117.A227 II коаксиальный стэкинг спиралей Р10 и Р11

7 А124.С132 I компактная укладка петли L11

8 G125.A174.A126.A.173 II-II-II формирование внутрипетлевого (L11/L12) NA-BSE-ZIP мотива

9 A129.C175.A127.G.222 II-II-II формирование внутрипетлевого (L11/L12) NA-BSE-ZIP мотива

10 A131.A165 LR формирование компактной структуры основания спирали Р12

11 С136.G159.A137.U158 LR-LR-LR формирование NA-BSE-ZIP мотива в составе спирали Р12

12 G138.A184 LR формирование контакта между спиралями Р12 и Р13

13 G176.G195 II коаксиальный стэкинг спиралей Р13 и Р14

14 G179.A192 II сшивание двух цепей в «дефектном» участке спирали Р13

15 А187.C189 I компактная укладка петли в шпильке с экспонированием G188

16 G188.G218 LR формирование межпетлевого контакта

17 G217.C219 I внутриспиральный стэкинг с экспонированием G218

Рис. 4. Участие NA-BSE в организации третичной структуры РНКазы  Р T.  thermophilus. а  –  В центре  – схема кано-
нической вторичной структуры S-домена рибозима  [17]; нуклеотиды, образующие NA-BSE, помещены в квадраты; 
во вставках справа и слева (a, b, c, d) – третичная структура фрагментов рибозима. б – Схема взаимного расположения 
спиральных участков РНК S-домена РНКазы Р в его третичной структуре [19]
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рую Krasilnikov et al. [17, 18] удалось получить в 
изолированном виде с максимально высоким 
(2,9  Å) разрешением для РНК этого класса 
(PDB ID 1U9S). Кроме того, S-домен в составе 
полноценной РНКазы Р, в отличие от С-доме-
на, не связан ни с какими белками, модули-
рующими структуру этого рибозима, и можно 
считать, что его третичная структура в изоли-
рованном состоянии максимально приближена 
к внутриклеточной.

На рис.  4,  а приведена вторичная струк-
тура S-домена РНКазы Р в канонической фор-
ме. Этот домен состоит из 161  н.о., ровно 100 
из которых находятся в спиральных участках, 
образуя уотсон-криковские пары. Из остав-
шихся 61  н.о. 42 (т.е. примерно четверть от 
общего числа н.о. в этой РНК) входят в со-
став NA-BSE. Их нуклеотидный состав, типы 
структуры и возможная роль в формировании 
третичной структуры РНК приведены в табли-
це. Рассмотрим эти данные подробнее.

Как видно из рис.  4,  б, восемь двуспи-
ральных элементов канонической вторичной 
структуры S-домена РНКазы Р в её третич-
ной структуре в действительности представ-
лены четырьмя достаточно протяжёнными 
спиралями. При этом в трёх случаях (спирали 
Р8-Р9, Р7-Р10 и Р13-Р14) это осуществляется с 
помощью коаксиального стэкинга, одного из 
самых детально изученных способов организа-
ции макромолекулярной структуры РНК (для 
обзора см. работу Butcher et  al.  [3]). В этом 
процессе принимают участие три NA-BSE 
(№№  1, 6 и 13 в таблице). Следует заметить, 
что участие этих мотивов в коаксиальном стэ-
кинге спиралей вполне ожидаемо, т.к. он, как 
правило, осуществляется с помощью уотсон-
криковских пар оснований, находящихся на 
концах спиральных элементов (см., например, 
стэкинг-контакт нуклеотидов G176 и G195, 
входящих в состав концевых уотсон-криков-
ских пар в спиралях Р13 и Р14 соответственно; 
рис. 4, а, вставка «d»).

Далее, роль мотива №  14 (G179.A192 в 
таблице) в стабилизации спирали Р13 также 
вполне очевидна: известно, что стэкинг пури-
новых оснований н.о., расположенных в раз-
ных цепях несовершенного участка спирали, 
повышает устойчивость неуотсон-криковских 
пар оснований  [20], в данном случае, пары 
А192-С178. Его следует назвать межцепочеч-
ным поперечным стэкингом (cross-strand stack-
ing). Образующийся здесь NA-BSE и подоб-
ные ему мотивы в подавляющем большинстве 
случаев входит в состав Е-мотивов, первый 
из которых был обнаружен в т.н. Е-«петле» 5S 
рРНК [8].

Другой интересный пример участия NA-
BSE в организации протяжённого спирального 
участка РНК  – это образование блока из двух 
пиримидиновых и двух пуриновых нуклеоти-
дов в спирали Р12 (рис.  4,  а, вставка «b», эле-
мент  11; №  11 в таблице). Центральная ось 
этого блока фактически параллельна основной 
оси спирали Р12. Важно, что в центре блока 
находятся «петлевые» (в терминах вторичной 
структуры) остатки А137 и G159, а на его кон-
цах  – остатки С136 и U158, дополнительно 
образующие в спирали Р12 уотсон-криков-
скую CG- и неканоническую UG-пары соот-
ветственно. При этом «петлевые» пуриновые 
остатки занимают место в центре блока с мак-
симальным перекрыванием плоскостей всех 
четырёх оснований. Расположенный по сосед-
ству G138 в формировании блока не участвует, 
но, образуя NA-BSE с А184 (№  12 в таблице), 
стабилизирует контакт между спиралями Р12 
и Р13. Сходным образом организованы блок, 
формирующий протяжённую структуру спи-
ралей Р10-Р11 (№ 5 в таблице; рис. 4, а, встав-
ка «a»), а также два блока, ответственных за до-
статочно компактную конформацию крупного 
петлевого участка S-домена L11/L12 (№№  8 
и 9 в таблице; рис. 4, а, вставка «с»). В целом, 
структура каждого такого блока напоминает 
застёжку «молния», и эти мотивы мы в даль-
нейшем обозначаем здесь как NA-BSE-ZIP 
(от англ. zipper).

Контакт между спиралями Р9 и Р10 ста-
билизируется также NA-BSE A108.A126 (№ 4 в 
таблице). При этом образование данного мо-
тива становится возможным благодаря внутри-
спиральному стэкингу оснований н.о. А107 и 
С109, который происходит с экспонированием 
А108 (№  3 в таблице; рис.  4,  а, вставка  «a»). 
Как уже отмечалось выше, такие стэкинг-взаи-
модействия важны не только для образования 
третичной структуры РНК (как в данном слу-
чае), но и их контактов с белками.

Спираль Р12 не образует коаксиально-
го стэкинг-контакта ни с одной из спиралей 
S-домена. Однако её сочленение с петлёй L11 
организовано при помощи NA-BSE A131.A165, 
который расположен в основании этой спи-
рали (№  10 в таблице; рис.  4,  а, вставка «b»). 
При этом он оказывается сближенным (но 
прямо не контактирует) с NA-BSE A124.C132, 
который делает более компактным один из 
участков большой «петли» L11 (№ 7 в таблице; 
рис. 4, а, вставка «c»).

NA-BSE (№№  15–17 в таблице) образуют 
целый ансамбль, выполняющий разнообраз-
ные функции в организации третичной струк-
туры S-домена РНКазы Р. Действительно, об-
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разование NA-BSE первого типа (А187.С189, 
№ 15 в таблице) в петле классической шпильки 
Р13 сопровождается экспонированием G188, 
который вступает в стэкинг-взаимодействие с 
G218 в основании шпильки Р14 и создаёт кон-
такт между этими двумя спиральными участка-
ми, отчётливо видный на рис. 4, а (вставка «d»). 
В то же время у G218 появилась возможность 
образовать этот контакт благодаря стэкингу 
оснований в н.о. G217 и С219 (NA-BSE перво-
го типа, № 17 в таблице).

Таким образом, анализируя третичную 
структуру сравнительно небольшой РНК, мож-
но проследить разнообразие участия всех типов 
NA-BSE в формировании её макромолекулы. 
Они способствуют компактному сворачиванию 
однотяжевых петель РНК (а иногда и определя-
ют его), участвуют в превращении двутяжевых 
петель в несовершенные спирали, играют важ-
ную роль в связывании удалённых в первичной 
и вторичной структуре районов РНК.

Мотивы типа NA-BSE-ZIP, столь широко 
представленные в S-домене РНКазы Р, встре-
чаются также в тРНК, в рРНК в составе рибо-
сом и в некоторых других РНК (см. табл.  S1 
Приложения). Более того, при анализе струк-
тур этих РНК видно, что они входят в доволь-
но обширное подсемейство NA-BSE с харак-
терным внедрением соседних в первичной 
структуре РНК н.о. в противоположные по на-
правлению фосфодиэфирных связей участки 
её полинуклеотидной цепи. При этом основа-
ния каждого из этих остатков находятся в стэ-
кинге c н.о., которые также являются соседями 
в первичной структуре РНК. То есть здесь мы 

имеем дело с двойным поперечным межцепо-
чечным стэкингом оснований. Мы обозначаем 
далее эти мотивы как NA-BSE-DC (double-
crossing). Впервые NA-ВSE-DC был замечен в 
кристаллической структуре другого рибозима, 
а именно в Р4-Р6 домене интрона группы I [9].

На рис. 5 приведён типичный пример NA-
BSE-DC. В спирали Н86 23S рРНК большой 
субъединицы рибосом E.  coli он образован 
двумя динуклеотидными GA-сегментами этой 
рРНК, расположенными друг над другом в её 
канонической вторичной структуре (рис. 5, а). 

Рис. 5. Пример наиболее распространённого варианта 
NA-BSE-DС. а – Мотив-образующие GA-последователь-
ности во вторичной структуре 23S рРНК E.  coli (отмече-
ны кружками). б  –  Пространственная структура мотива 
[PDB ID 7K00]. в – Положение мотива в третичной струк-
туре фрагмента 23S рРНК в составе рибосомы

Рис. 6. Пример NA-BSE-DC c максимальным расстоянием между соседними основаниями в первичной структуре РНК. 
Показано расположение мотив-образующих н.о. во вторичной структуре  (а) и в третичной структуре  (б) 16S рРНК 
в составе рибосомы E. coli (PDB ID 7K00)
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Поперечный стэкинг одноимённых пури-
новых оснований позволяет им образовать 
полноценные хугстиновские GA-пары (trans-
Hoogsteen/SugarEdge пары оснований по но-
менклатуре Леонтиса–Вестхофа  [21]). При 
этом общая форма спирали не искажается, и 
она лишь несколько изгибается в районе рас-
положения NA-BSE-DC (рис. 5, б и в).

Другой пример NA-BSE-DC, иллюстри-
рующий участие мотивов этого подсемейства 
в формировании третичной структуры РНК 
(рис.  6), заметно отличается от предыдущего. 
Здесь непосредственные соседи в первичной 
структуре РНК располагаются в достаточно 
удалённых друг от друга спиральных участках, 
и их фосфодиэфирные связи служат для не-
обычного соединения этих спиралей. При этом 
основания н.о., образующих NA-BSE-DC, спа-
рены не друг с другом (как в предыдущем слу-
чае), а с функциональными группами н.о. спи-
ралей, в которые они включены.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, NA-BSE способствуют компактно-
му сворачиванию однотяжевых петель РНК 
(а иногда и определяют его), участвуют в пре-
вращении двутяжевых петель в несовершен-
ные спирали, играют важную роль в связыва-
нии удалённых в первичной или вторичной 
структуре районов РНК (например, отдельных 
доменов рРНК или её сегментов, если рРНК 
транскрибируется в виде фрагментов).

В заключение отметим ещё одну потен-
циально важную черту рассмотренных здесь 
РНК-мотивов. Недавно Noller et  al.  [22], про-
анализировав 2000  нуклеотидных последова-
тельностей рРНК малой субъединицы рибо-
сом прокариот и цитоплазматических рибосом 
эукариот, установили, что примерно деся-
тая часть н.о. этих РНК (140  н.о. в 16S рРНК 
E. coli) являются абсолютно консервативными. 
Анализируя все известные на сегодня экспери-
ментальные данные, авторы смогли приписать 
с некоторой долей вероятности прямую или 
косвенную роль в функционировании рибо-
сомы 82  консервативным н.о. 16S рРНК. По-
чему мутации гетероциклических оснований в 

оставшихся 58 нуклеотидах этой РНК неблаго-
приятны, остаётся не ясным.

Сопоставляя результаты работы Noller 
et  al. с данными, полученными в настоящей 
работе, можно высказать следующие сооб-
ражения. Из 140 абсолютно консервативных 
остатков, выявленных этими авторами, 41 уча-
ствует в образовании NA-BSE. При этом 
23 таким н.о. можно приписать определённую 
функциональную роль. Поиск ответа на во-
прос, почему основания в оставшихся 18  н.о. 
не могут быть заменены на другие, с нашей 
точки зрения, принципиально важен. Пред-
варительный анализ показывает, что NA-BSE, 
построенные из этих н.о., находятся внутри 
«головки» и «тела» малой субъединицы рибо-
сомы, т.е. располагаются вне её функциональ-
ных центров. С другой стороны, в литературе 
накоплено большое число фактов, которые 
говорят о том, что и в рибосомах, и в других 
РНК-содержащих макромолекулярных ком-
плексах происходит передача функциональ-
ных (конформационных) сигналов на большие 
расстояния  [23–25]. Вполне логично предпо-
ложить, что NA-BSE в рРНК, а также во мно-
гих других РНК участвуют в построении си-
стемы передачи таких сигналов.
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MULTIPLE NON-CANONICAL BASE-STACKING INTERACTIONS 
AS ONE OF THE MAJOR DETERMINANTS 

OF RNA TERTIARY STRUCTURE ORGANIZATION

V. G. Metelev1, E. F. Baulin2, and A. A. Bogdanov1,3,4*
1 Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 119991 Moscow, Russia 
2 Institute of Mathematical Problems of Biology of the Russian Academy of Sciences – 
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119992 Moscow, Russia; e-mail: bogdanov@belozersky.msu.ru

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

Interplane (stacking) interactions of heterocyclic bases of nucleotide residues (n.t.) of RNA are one of the 
most important factors in the organization of its secondary and tertiary structure. Most of these (canoni-
cal) interactions are carried out between neighbors in the polynucleotide chains of RNA. However, with 
the accumulation of data on the atomic tertiary structures of a wide variety of RNAs and their complexes 
with proteins, it became clear that RNA nucleotide residues that are not neighbors in their polynucleotide 
chains and are sometimes separated in the RNA primary structure by tens or hundreds of n.t. can interact 
with the help of base stacking (non-canonical). This paper presents an exhaustive database of such elements 
and their environment in the macromolecules of natural and synthetic RNAs. They were called nonadjacent 
base-stacking elements (NA-BSE). The analysis of these data showed that the NA-BSE forming nucleo-
tides, on average, account for about a quarter of all nucleotides of a particular RNA, therefore, they should 
be considered as real motifs in their tertiary structure. The classification of NA-BSE by types of localization 
in RNA macromolecules is carried out. It is shown that the structure-forming role of NA-BSE consists 
in the compact folding of single-stranded RNA loops, in the transformation of double-stranded bulges 
into imperfect helices, as well as in the binding of RNA regions removed in their primary and secondary 
structure.

Keywords: stacking interactions, tertiary structure of RNA, ribosomal RNA, ribonuclease P, RNA motifs
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Тропомиозин (Tpm) – это один из важнейших партнёров актинового филамента, во многом опре-
деляющий его свойства. В организмах животных существуют разные изоформы Tpm, которые, как 
считается, участвуют в регуляции различных клеточных функций. Однако молекулярные меха-
низмы регуляции функций актиновых филаментов различными цитоплазматическими изофор-
мами Tpm до сих пор мало изучены. В нашей работе мы применяли различные методы для иссле-
дования свойств изоформ Tpm2.1 и Tpm4.1 и сравнивали их как между собой, так и со свойствами 
изоформ Tpm, которые уже подвергались ранее более детальному изучению. Изоформы Tpm2.1 
и Tpm4.1 почти не отличались друг от друга по их сродству к фибриллярному актину (F-актину), 
по термостабильности их молекул и по их устойчивости к ограниченному протеолизу трипси-
ном, но заметно различались по вязкости их растворов и по термостабильности их комплексов 
с F-актином. Главным отличием Tpm2.1 и  Tpm4.1 от других ранее исследованных изоформ  Tpm 
(таких, например, как Tpm1.6 и  Tpm1.7) была их крайне низкая термостабильность, измеренная 
методами КД и ДСК. Возможные причины этой нестабильности детально рассмотрены при срав-
нении аминокислотных последовательностей Tpm4.1 и  Tpm2.1 с последовательностями изоформ 
Tpm1.6 и Tpm1.7, которые не отличались от Tpm4.1 и Tpm2.1 соответственно по экзонной структуре 
их генов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: изоформы тропомиозина; стабильность структуры coiled-coil, актин-ассоцииро-
ванные белки, актиновые филаменты, дифференциальная сканирующая калориметрия.

DOI: 10.31857/S0320972523060088, EDN: EFOAFG

Принятые сокращения: ДСК  – дифференциальная 
сканирующая калориметрия; F-актин  – фибриллярный 
актин; Tpm – тропомиозин.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Тропомиозин (Tpm) представляет собой 
фибриллярный актин-связывающий белок, 
присутствующий во многих структурах акти-
нового цитоскелета. Tpm широко распростра-
нён в организмах животных и представлен во 
всех их тканях  [1]. Tpm формирует так назы-
ваемую структуру coiled-coil, образованную 
двумя параллельными друг другу α-спираля-
ми [2]. За счёт концевых взаимодействий между 
молекулами Tpm образует вытянутую нить, ко-
торая плотно прилегает к поверхности актино-

вого филамента. Считается, что Tpm способен 
регулировать функции актинового цитоскеле-
та в животной клетке и выступает своеобраз-
ным «привратником»  [3, 4], определяющим, с 
какими партнёрами будет взаимодействовать 
актиновый филамент  [5, 6]. Было показано, 
что Tpm повышает стабильность актиновых 
филаментов  [7, 8] и предотвращает их депо-
лимеризацию  [9, 10]. Tpm также участвует в 
регуляции глобальных клеточных процессов, 
таких как морфогенез и тканевая дифферен-
цировка  [11, 12], везикулярный транспорт  [13, 
14], клеточная адгезия  [15, 16], а также регу-
ляция сокращения скелетных и сердечных 
мышц [17, 18].

У млекопитающих обнаружено более 40 изо-
форм Tpm  [1]. Большое количество изоформ 
может лежать в основе регуляции различных 
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функций Tpm и обеспечивать взаимодействие 
с другими актин-связывающими белками [19–
21]. Молекулы Tpm являются продуктами 
четырёх генов (TPM1, TPM2, TPM3 и  TPM4), 
а  большая вариабельность в синтезе изоформ 
возникает в основном в результате альтер-
нативного сплайсинга  [1]. Особенности эк-
зонной структуры этих изоформ и их назва-
ния представлены в общепринятой номенкла-
туре Tpm [22].

В нашей работе мы изучили свойства двух 
изоформ Tpm: Tpm2.1 и Tpm4.1. Изоформа Tpm2.1 
достаточно хорошо изучена, тогда как работ, 
посвящённых Tpm4.1 очень мало. Tpm2.1 пред-
ставляет собой уникальную изоформу, кото-
рая экспрессируется как в гладкомышечных, 
так и в немышечных тканях [23, 24]. В гладко-
мышечных клетках Tpm2.1 является частью 
сократительного аппарата клетки и участвует 
в сокращении этого типа мышц  [24]. Следует 
отметить, что в гладких мышцах Tpm2.1 в ос-
новном образует гетеродимеры с другой изо-
формой Tpm, продуктом гена  TPM1 (Tpm1.3 
или  Tpm1.4, старое название  – α  smooth  Tm 
или просто α Tm [22]) [2, 24]. Функции Tpm2.1 
в немышечных клетках пока ещё полностью не 
изучены. Известно, что он принимает участие 
в формировании стресс-фибрилл в клетках и 
участвует в передаче механических сигналов 
от внеклеточного матрикса  [23, 25]. Сниже-
ние экспрессии Tpm2.1 приводит к разборке 
стресс-фибрилл и часто коррелирует с раз-
витием опухолевой трансформации и уси-
лением клеточной инвазии  [26, 27]. Tpm2.1 
часто называют раковым супрессором. Так, 
восстановление экспрессии этой изоформы в 
раковых клетках приводит к возобновлению 
нормального функционирования клеток и 
предотвращению злокачественной трансфор-
мации [25, 28].

В литературе также имеются данные о 
структурно-функциональных свойствах моле-
кулы  Tpm2.1. Ранее стабильность этой изофор-
мы  Tpm изучали методом дифференциаль-
ной сканирующей калориметрии (ДСК)  [29]. 
Плавление всей молекулы происходило в ин-
тервале температур 20–50  °C, и при деконво-
люции кривых избыточного теплопоглощения 
в молекуле были обнаружены три калори-
метрических домена (т.е.  частей молекулы, 
которые денатурируют кооперативно и неза-
висимо друг от друга). Среди них был иденти-
фицирован калориметрический домен, соот-
ветствующий плавлению N-концевой части 
молекулы  Tpm2.1  [29]. В  литературе также 
имеются данные, хотя и довольно противо-
речивые, о сродстве Tpm2.1 к фибриллярному 

актину (F-актину). В  одних исследованиях 
было определено высокое сродство Tpm2.1 
к F-актину (Kd ≤ 1  мкМ)  [30, 31], тогда как в 
других исследованиях оно было существенно 
ниже (Kd = 5,5 мкМ) [32].

Гораздо меньше известно о свойствах изо-
формы  Tpm4.1. На  данный момент имеются 
только доказательства её существования и 
была опубликована лишь одна работа, демон-
стрирующая последствия снижения экспрес-
сии этой изоформы в клетках эпителия молоч-
ной железы. В этой работе было показано, что 
нарушение экспрессии Tpm4.1 приводит к раз-
рушению межклеточных контактов и способ-
ствует усилению клеточной инвазии [33].

В нашей работе с использованием различ-
ных подходов мы оценили свойства изоформ 
Tpm2.1 и Tpm4.1 и сравнили их как друг с дру-
гом, так и со свойствами других известных 
изоформ Tpm.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белков. Все молекулярно-гене-
тические конструкции изоформ Tpm, исполь-
зуемые в этой работе, представляли собой 
кодирующие последовательности  (CDS) с до-
полнительными триплетами, кодирующими 
Ala и Ser перед основной последовательностью 
для имитации естественного N-концевого аце-
тилирования  [34]. CDS различных изоформ 
Tpm были синтезированы («Евроген», Россия) 
и клонированы в вектор pET-23a+ между сай-
тами рестрикции NdeI и EcoRI. Корректность 
всех конструкций проверена секвенированием 
(«Евроген»).

Белковые препараты получали в клетках 
Escherichia coli штамма C41 (DE3). Ночную куль-
туру инокулировали в 1 литр свежей среды LB 
(«Ambresco», США) в присутствии 100  мг/литр 
ампициллина. Клетки росли до тех пор, пока 
поглощение суспензии (при длине волны 
600  нм) не достигало  0,6, после чего индуци-
ровали экспрессию добавлением 1  мМ  IPTG. 
Клетки продолжали инкубировать в течение 
ночи при 30 °C и постоянном перемешивании. 
Затем клетки осаждали центрифугированием 
(4000 g, 50 мин) и ресуспендировали в буфере 
для очистки (50 мМ Tris-HCl, pH 8,0).

Изоформы Tpm очищали, как было описа-
но ранее [35]. Сначала Tpm подвергали грубой 
экстракции. Суспензию разрушенных клеток 
инкубировали при 86 °C в течение 5 мин с по-
следующим центрифугированием при 15 000 g 
в течение 40  мин. Осадок отбрасывали, 
а супернатант подвергали изоэлектрическому 
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осаждению с последующим центрифугиро-
ванием при 15 000 g в течение 40 мин. Осадок 
растворяли в 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0) и про-
водили диализ в течение ночи против этого 
буфера. На  заключительном этапе препара-
ты Tpm очищали с помощью ионообменной 
хроматографии на колонке HiTrapQ  HP («GE 
Healthcare», США) с использованием линей-
ного градиента NaCl  (0–2  М). Концентрацию 
препаратов Tpm определяли спектрофотоме-
трически с использованием коэффициентов 
экстинкции E1% при 280 нм, равных 2,1 см–1 – 
для Tpm4.1 и 2,73 см–1 – для Tpm2.1.

Глобулярный мономер ATP-G-актин экс-
трагировали из ацетонового порошка мышц 
кролика по стандартной методике  [36]. F-Ак-
тин полимеризовали из ATP-G-актина добав-
лением 5  мМ  MgCl2 и  100  мМ  NaCl. За  поли-
меризацией следили путём регистрации свето-
рассеяния при 350 нм с использованием флуо-
ресцентного спектрофотометра Cary Eclipse 
(«Varian Australia Pty  Ltd», Австралия). Пол-
ная полимеризация F-актина занимала не бо-
лее 30 мин.

Метод спектроскопии кругового дихро-
изма  (КД). Эксперименты по  КД проводили 
на КД-спектрофотометре Chirascan («Applied 
Photophysics», Великобритания). Спектры КД 
для Tpm2.1 и Tpm4.1 регистрировали при 5 °C в 
кюветах с длиной оптического пути 0,02 см при 
концентрации белка 1  мг/мл. Спектры име-
ли стандартный вид с двумя отрицательными 
максимумами при 222 и 208 нм, характерными 
для α-спиральных белков. Термостабильность 
препаратов Tpm измеряли путём регистрации 
молярной эллиптичности при 222 нм в диапа-
зоне температур 5–70 °C со скоростью нагрева 
1 °C/мин; другие условия: концентрация Тpm 
составляла 1 мг/мл в 30 мМ Hepes-Na (рН 7,3), 
содержащем 100 мМ NaCl и 1 мМ ДТТ. Два по-
следовательных нагревания использовали для 
проверки обратимости термического развора-
чивания образцов Tpm.

Метод дифференциальной сканирующей ка-
лориметрии. Эксперименты методом ДСК про-
водили на дифференциальном адиабатичес-
ком сканирующем микрокалориметре MicroCal 
VP-Capillary DSC («Malvern Instruments», США) 
при скорости нагревания 1 °C/мин, как описа-
но ранее  [37]. Концентрация Тpm составляла 
2  мг/мл в 30  мМ Hepes-Na (рН  7,3), содержа-
щем 100 мМ NaCl. Профили ДСК анализиро-
вали с использованием программного обеспе-
чения Origin  7.0 («MicroCal Inc», США), как 
описано ранее [37].

Ограниченный протеолиз трипсином. Для 
проведения ограниченного протеолиза образ-

цы Tpm с концентрацией 0,5 мг/мл подверга ли 
воздействию трипсина, обработанного L-1-
тозиламидо-2-фенилэтилхлорметилкетоном 
(«Worthington», США). Образцы инкубировали 
в течение 90 мин при 30 °С в 30 мМ Hepes-Na 
(рН  7,3), содержащем 100  мМ  NaCl. В  экспе-
риментах использовали массовое соотноше-
ние трипсина к Tpm, равное 1 : 300. Аликвоты 
образцов отбирали в разное время, а реакцию 
останавливали добавлением буфера для образ-
цов, содержащего 5 мМ фенилметилсульфонил 
фторида. Протеолиз белка анализировали с по-
мощью электрофореза в 12,5%-ном SDS-PAGE. 
Полученный гель сканировали, и анализиро-
вали интегральную плотность с использова-
нием программного обеспечения ImageJ 1.53q.

Соосаждение Tpm с F-актином. Срод-
ство Tpm к F-актину оценивали с помо-
щью анализа их совместного осаждения, как 
описано ранее  [35]. Вкратце, 10  мкМ F-ак-
тин, стабилизированный фаллоидином, сме-
шивали с Tpm в различных концентрациях 
(0–7,5 мкМ) в 30 мМ Hepes-Na (рН 7,3), содер-
жащем 200  мМ  NaCl. Затем актин осаждали 
вместе со связанным с ним Tpm путём ультра-
центрифугирования при 100 000 g в течение 
40 мин («Beckman Coulter», США). Эквивалент-
ные образцы осадка и супернатанта подвергали 
анализу с помощью электрофореза в 12,5%-ном 
SDS-PAGE. Полученные гели сканировали и 
анализировали интегральную плотность с 
использованием программного обеспечения 
ImageJ 1.53q. Долю F-актина, связанного с мо-
лекулами Tpm, определяли как отношение ко-
личества Tpm в осадке к количеству F-актина.

Определение термостабильности комплексов 
Tpm с F-актином. Диссоциацию комплексов 
Tpm с F-актином индуцировали с помощью 
нагревания и следили за ней по изменению 
светорассеяния, как описано ранее  [35]. Экс-
перименты проводили при постоянной ско-
рости нагрева 1 °C/мин на флуоресцентном 
спектрофотометре Cary Eclipse, оснащённом 
регулятором температуры и термоприставкой. 
Образцы содержали F-актин (20 мкМ), стаби-
лизированный фаллоидином, и 10  мкМ  Tpm. 
При обработке экспериментальных данных, 
полученных для комплексов Tpm с F-акти-
ном, вычитали температурную зависимость 
светорассеяния свободного F-актина; после 
этого кривые были аппроксимированы стан-
дартной сигмоидальной функцией Больцмана 
(Boltzmann function) в программе Origin  7.0. 
Основным параметром, извлекаемым из этого 
анализа, является Tdiss, т.е. та температура, при 
которой происходит 50%-ное снижение свето-
рассеяния.
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Измерение вязкости растворов Tpm. Экспе-
рименты проводили на вискозиметре AMVn 
(«Anton Paar GmbH», Австрия) с использо-
ванием капилляра объёмом 0,5  мл при 20 °C. 
Для корректных расчётов вязкости удельную 
плотность растворов Тpm измеряли на при-
боре DMA  4500 («Anton Paar GmbH»). Все 
измерения проводили при концентрации 
Tpm 2 мг/мл в 30 мМ Hepes-Na (рН 7,3), содер-
жащем 100 мМ NaCl и 1 мМ ДТТ. Измерения 
повторяли трижды, а полученные значения 
усредняли.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Структурные свойства изоформ Tpm2.1 
и  Tpm4.1. Значительная часть работы была 
посвящена изучению структурных свойств 
изоформ Tpm2.1 и  Tpm4.1. Мы использовали 
такие методы, как КД, ДСК и ограниченный 
протеолиз трипсином, для описания стабиль-
ности этих изоформ Tpm. Результаты этих экс-
периментов представлены на рис. 1–3.

В первую очередь мы применили метод 
КД для изучения термостабильности изоформ 
Tpm2.1 и  Tpm4.1 (рис.  1, а  и  б). Разрушение 
α-спирали при нагревании для этих видов Tpm 
исследовали путём измерения эллиптично-
сти при 222 нм, которая отражает содержание 
α-спирали в молекуле  Tpm. До 30–34 °С изо-
формы Tpm2.1 и  Tpm4.1 теряют около 20% 
своей α-спиральности при некооперативном 
плавлении, а основная потеря спиральности 
происходит при более высокой температуре, 
в интервале от 34–35 до 50–52 °С (рис.  1,  а). 
В  дифференциальной форме основной теп-
ловой переход наблюдался при ~42 °С для 
Tpm2.1 и при 44 °С  – для  Tpm4.1 (рис.  1,  б). 
В  целом, результаты КД показали, что термо-
стабильность Tpm4.1 была несколько выше, 
чем у Tpm2.1.

Стабильность молекул Tpm4.1 и  Tpm2.1 
оценивали также методом ограниченного про-
теолиза трипсином, позволяющим определить 
устойчивость этих молекул к протеолизу, кото-
рая оказалась одинаковой для обеих изоформ 
Tpm  (рис.  2). Вероятно, это связано с тем, 
что протеолиз происходит преимущественно 
по центральной части молекулы Tpm  – наи-
менее стабильной части молекулы из-за нали-
чия в ней ряда неканонических аминокислот-
ных остатков, дестабилизирующих двойную 
спираль. Ранее было показано, что амино-
кислотная последовательность этой части мо-
лекулы обладает чрезвычайно высокой кон-
сервативностью для множества самых разных 

изоформ  Tpm  [35, 38]. Именно этим можно 
объяснить тот факт, что изоформы Tpm4.1 
и Tpm2.1, которые мало различаются по после-
довательности центральной части их молекул, 
не различаются и по их устойчивости к про-
теолизу трипсином.

Данные ДСК (рис.  3) достаточно хоро-
шо согласуются с результатами, полученными 

Рис. 1. Стабильность молекул Tpm2.1 и Tpm4.1, измерен-
ная с помощью КД (а  и  б). Температурные зависимости 
содержания α-спиралей измеряли с помощью регистра-
ции эллиптичности при 222 нм при постоянной скорости 
нагрева (1 °C/мин)

Рис. 2. Стабильность молекул Tpm2.1 и Tpm4.1, измерен-
ная с помощью ограниченного протеолиза трипсином. 
Протеолиз проводили при 30 °C при соотношении трип-
син : Tpm, равном 1 : 300

7*
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методом  КД. Деконволюционный анализ по-
казал, что кривую ДСК для  Tpm2.1 можно 
разложить на три калориметрических домена 
(рис.  3,  а; таблица), что хорошо согласуется с 
ранее опубликованными результатами  [29]. 
Более того, ранее было показано, что калори-
метрический домен  2 на кривой ДСК соот-
ветствует плавлению N-концевой части моле-
кулы Tpm2.1 [29]. Напротив, изоформа Tpm4.1 
продемонстрировала только два калориметри-
ческих домена на кривой ДСК (рис. 2, б; таб-
лица). Вероятно, некоторые части молекулы 
Tpm4.1 денатурируют вместе как единый ка-
лориметрический домен  2 или их тепловые 
переходы совпадают по положению и потому 
не могут быть разделены деконволюционным 
анализом. Что касается наименее термоста-
бильного калориметрического домена 1, то он, 
вероятно, отражает некооперативное плавле-
ние некоторых довольно малых частей молекул 
Tpm2.1 и Tpm4.1. В целом, температуры тепло-
вого перехода для главных калориметрических 
доменов близки для изоформ Tpm2.1 и Tpm4.1, 
что свидетельствует о сходной стабильности 
всех частей молекул для этих изоформ Tpm.

Функциональные свойства изоформ Tpm2.1 
и  Tpm4.1. Параметры взаимодействия Tpm2.1 
и  Tpm4.1 с F-актином оценивали методами 
соосаждения Tpm с F-актином и регистрации 
термостабильности комплексов Tpm–F-актин 
по изменению светорассеяния. Результаты этих 
исследований представлены на  рис. 4. Срод-
ство изоформ Tpm к F-актину было практи-
чески идентичным  (рис.  4,  а): значение  K50% 
составляло 2,70 ± 0,18 мкМ для Tpm2.1 и 3,02 ± 
± 0,22 мкМ – для Tpm4.1.

В отличие от сродства изоформ Tpm к 
F-актину (рис.  4,  а), термостабильность ком-
плексов Tpm–F-актин была значительно выше 
для Tpm4.1 (Tdiss = 45,4 ± 0,3 °C), чем для Tpm2.1 
(Tdiss = 40,4 ± 0,3 °C) (рис. 4, б). Примечательно, 

Рис. 3. Температурные зависимости избыточного тепло-
поглощения  (Cp) для изоформ Tpm2.1  (а) и Tpm4.1  (б), 
полученные методом  ДСК. Сплошные линии представ-
ляют собой экспериментальные кривые после вычитания 
инструментальных и химических базовых линий, а пунк-
тирными линиями показаны отдельные тепловые пере-
ходы (калориметрические домены), полученные путём 
деконволюции этих кривых. Каждый калориметрический 
домен обозначен цифрами по мере увеличения термоста-
бильности

Калориметрические параметры для изоформ Tpm2.1 и Tpm4.1, полученные после анализа кривых ДСК

Изоформы Tpm

Калориметрические параметры***

Домен 1 Домен 2 Домен 3
∑ΔHcal**, 

кДж/моль
Tm*, °C

ΔHcal, 
кДж/моль

Tm, °C
ΔHcal, 

кДж/моль
Tm, °C

ΔHcal, 
кДж/моль

Tpm2.1 29,4 30 39,3 390 44,3 200 620

Tpm4.1 32,6 50 42,7 550 – – 600

Примечание. *  Tm  – температура калориметрического домена; **  ΔHcal  – значение калориметрической энтальпии; 
***  Погрешность приведённых значений температуры не превышала  ±  0,2  °C; для значений калориметрической 
энтальпии погрешность не превышала 10%.
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Рис. 4. Функциональные свойства молекул  Tpm. а  –  Сродство Tpm2.1 и  Tpm4.1 к F-актину, полученное с помощью 
соосаждения Tpm с F-актином. Результаты представлены на графике как доля F-актина, декорированного  Tpm, 
в зависимости от концентрации свободного Tpm, обнаруженного в супернатанте. Значения  K50%, соответствующие 
концентрациям  Tpm при полунасыщении, составляют 2,70  ±  0,18  мкМ для  Tpm2.1 и 3,02  ±  0,22  мкМ  – для  Tpm4.1. 
б  –  Нормализованные температурные зависимости диссоциации Tpm2.1 и  Tpm4.1 с поверхности F-актина. Сниже-
ние интенсивности светорассеяния отражает диссоциацию комплекса Tpm–F-актин. Значения  Tdiss (т.е.  той тем-
пературы, при которой интенсивность светорассеяния снижается на  50%) составляют 40,4  ±  0,3  °C для  Tpm2.1 
и 45,4 ± 0,3 °C – для Tpm4.1

что для  Tpm2.1 значение Tdiss  (40,4 ± 0,3 °C) 
(рис. 4, б) было сравнимо с температурой плав-
ления основного калориметрического доме-
на 2  (39,3 °C) (рис. 3, а). Это указывает на то, 
что стабильность комплексов Tpm2.1 с F-акти-
ном зависит в первую очередь от стабильности 
самой молекулы  Tpm. Однако стабильность 
комплексов F-актина с Tpm4.1 была значи-
тельно выше, чем термостабильность молеку-
лы  Tpm4.1. Это означает, что в случае  Tpm4.1 
существуют и другие факторы, которые мо-
гут влиять на стабильность его комплекса с 
F-актином. Мы предположили, что допол-
нительный вклад могут вносить концевые 
взаимодействия между молекулами  Tpm, и 
оценили их силу методом вискозиметрии. 
Действительно, вязкость раствора  Тpm соста-
вила 0,484 ± 0,001  мПа·с для Тpm4.1, что су-
щественно выше, чем значение, полученное 
для Тpm2.1 – 0,321 ± 0,002 мПа·с.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Сравнение свойств Tpm2.1 и Tpm4.1 с дру-
гими изоформами Tpm. Tpm4.1 – одна из наи-
менее стабильных изоформ Tpm. Она обладает 
довольно уникальными структурными свой-
ствами. Почти все части молекулы Tpm4.1 де-
натурируют вместе как единый калориметри-
ческий домен  2 (рис.  3,  б) и довольно значи-

тельная часть  Tpm4.1 (около  25%) не струк-
турирована в диапазоне физиологических 
температур (рис. 1, а). Такие структурные осо-
бенности, вероятно, придают молекуле Tpm4.1 
высокую лабильность, что может влиять на её 
функциональные свойства.

Результаты, полученные методом  ДСК и 
свидетельствующие о низкой термостабиль-
ности изоформы  Tpm2.1 (рис. 3, а), хорошо 
согласуются с данными, полученными ра-
нее  [29]. По  своей стабильности изоформы 
Tpm2.1 и  Tpm4.1 очень похожи друг на друга 
(рис. 1–3). Отметим, что Tpm2.1, Tpm4.1 и ра-
нее изученная изоформа  Tpm2.2  [37] состав-
ляют когорту нестабильных изоформ  Tpm. 
С большой долей вероятности уникально низ-
кая термостабильность этих изоформ Tpm мо-
жет быть важна для их функционирования.

Сродство Tpm4.1 и Tpm2.1 к F-актину 
можно оценить как среднее по сравнению 
с другими изоформами  Tpm. Аффинность 
этих изоформ уступает некоторым продук-
там гена  TPM1, таким как Tpm1.5 (1,1  мкМ) 
и Tpm1.7 (0,4 мкМ) [39]; но, с другой стороны, 
их сродство значительно выше, чем у  Tpm1.12 
(15,5  мкМ)  [39] или  Tpm3.7 (3,7  мкМ)  [40]. 
Примечательно, что сродство Tpm4.1 и Tpm2.1 
к F-актину ниже, чем у других продуктов ге-
нов TPM4 и  TPM2 (1,07  мкМ  – для Tpm4.2 и 
0,33  мкМ  – для  Tpm2.2)  [39, 41]. Сродство 
Tpm2.1 к F-актину, полученное в наших экс-
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периментах, отличается от предыдущих ис-
следований  [30–32, 39–41]. Эти различия в 
значениях аффинности можно объяснить зна-
чительными различиями в эксперименталь-
ных условиях, таких как используемая ионная 
сила, различия в изоформах актина и др.

Стабильность комплекса Tpm4.1 с F-акти-
ном (Tdiss = 45,4 °С) также находится на уров-
не средних значений для различных изо-
форм  Tpm; однако она значительно ниже, чем 
у другого продукта гена ТРМ4 – Тpm4.2 (Тdiss = 
= 49,8 °С)  [39]. Что касается изоформы Tpm2.1, 
то она образует один из самых нестабильных 
комплексов с F-актином среди других изо-
форм Tpm [39–41].

В целом, можно отметить, что основным 
отличием изучаемых нами препаратов Tpm от 
других изоформ является их низкая термоста-
бильность. Довольно сложно разобраться, к 
каким функциональным последствиям это мо-
жет привести. Однако можно понять, почему 
изоформы Tpm4.1 и Tpm2.1 крайне нестабиль-
ны, если обратиться к их аминокислотным 
последовательностям и использовать то свой-
ство, что структура coiled-coil строго опреде-
ляется её первичной последовательностью.

Возможные причины низкой стабильности 
изоформ Tpm2.1 и  Tpm4.1. Предыдущие рабо-
ты показали важность первичной последова-
тельности Tpm для формирования его стабиль-
ной структуры. Особую роль в стабильности 
молекулы  Tpm играют вариабельные экзоны 
генов  Tpm  [38]. Так, было продемонстриро-
вано, что стабильность многих изоформ Tpm 
зависит от того, какие экзоны входят в состав 
его последовательности [38]. Исследования по 
множественному выравниванию изоформ Tpm 
показали, что основное различие в последова-
тельностях между разными изоформами  Tpm 
достигается за счёт использования альтерна-
тивно сплайсированных экзонов  [42]. В то же 
время одни и те же экзоны высоко консерва-
тивны между разными генами  [1, 42]. Это 
означает, что изоформы Tpm, кодируемые раз-
ными генами с одними и теми же экзонами, 
должны быть похожи друг на друга по своим 
свойствам.

Изоформы Tpm2.1 и Tpm4.1 имеют вариа-
бельные экзоны 1a2b6a9d и 1a2b6b9d соответ-
ственно. Легко видеть, что эти изоформы от-
личаются друг от друга только экзонами  6 (6а 
или  6b), если не учитывать экспрессию с раз-
ных генов. Экзон  6 приходится на централь-
ную часть молекулы  Tpm, одну из самых не-
стабильных частей во всей молекуле, как было 
показано ранее [43], и, вероятно, поэтому эти 
изоформы так близки по своей стабильности.

Ген TPM1 также экспрессирует две изо-
формы  Tpm с идентичным набором экзонов, 
изоформы Tpm1.6 и  Tpm1.7. Структуры эк-
зонов Tpm1.6 и  Tpm1.7 идентичны структу-
рам Tpm4.1 и  Tpm2.1 соответственно. Однако 
термостабильность молекул Tpm1.6 и  Tpm1.7 
значительно выше, чем у изученных изоформ. 
Особенно это касается калориметрического 
домена 3, соответствующего плавлению N-кон-
цевой части молекул Tpm1.6 и  Tpm1.7  [39]. 
Термическая стабильность этого домена была 
выше на 7,1  °C в случае Tpm1.7 по сравнению 
с Tpm2.1 и на 6,7 °C – в случае Tpm1.6 по срав-
нению с главным (объединённым) доменом  2 
в случае Tpm4.1.

Для того чтобы понять, в чём может быть 
причина такого различия, мы сравнили после-
довательности этих изоформ (рис.  5). Tpm1.6 
отличается от  Tpm4.1 42  аминокислотными 
остатками, что составляет 14,7% от общей по-
следовательности. Однако 19 аминокислотных 
замен аналогичны (рис.  5). В  свою очередь, 
Tpm1.7 отличается от Tpm2.1 49  остатками, 
т.е.  несколько больше по сравнению с преды-
дущей парой. Отличие от общей последова-
тельности составляет 17,2%, а 27 остатков из 49 
аналогичны (рис. 5). В целом, можно сказать, 
что последовательности очень похожи друг 
на друга, однако в случае молекулы  Tpm даже 
единичная замена может сильно повлиять 
на её стабильность. Поэтому мы решили вни-
мательно посмотреть на последовательности. 
Особое внимание при анализе уделялось поло-
жениям a и d в гептадах, так как они отвечают 
за стабильность гидрофобного кора структуры 
coiled-coil. Во-вторую очередь, внимание было 
сосредоточено на позициях e и g, которые мо-
гут дополнительно стабилизировать структуру 
суперспирали. Поскольку наибольшая разни-
ца в стабильности наблюдается в N-концевой 
части молекул, последовательность этой части 
анализировали в первую очередь.

Имеется 5 замен в выбранных положениях 
между изоформами Tpm1.7 и Tpm2.1 в N-кон-
цевой части их молекул. Это замены L43Q, 
L57V, L64V и L71Q в позиции a и A63S – в по-
зиции  g (первая буква кода соответствует изо-
форме Tpm1.7, а вторая – Tpm4.1). Ни одна из 
этих замен не может быть отмечена как кри-
тическая для структуры двойной суперспи-
рали. Однако, с точки зрения теоретической 
стабильности спиральных структур [2, 44], все 
замены в позиции  a имеют несколько худшие 
параметры стабилизации гидрофобного кора в 
случае изоформы  Tpm2.1. По-видимому, сни-
жение стабильности N-концевой части моле-
кулы  Tpm2.1 по сравнению с  Tpm1.7 можно 
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Рис. 5. Результаты множественного выравнивания, полученные для изоформ тропомиозина Tpm1.6, Tpm1.7, Tpm2.1 
и  Tpm4.1. Светло-серый цвет указывает на сходные аминокислоты в первичной последовательности молекул  Tpm, 
темно-серый цвет  – на аминокислоты, существенно различающиеся по своим свойствам, а без окраски приведены 
идентичные аминокислоты. Положения аминокислот в структуре гептад выделены курсивом a–g

объяснить кумулятивным эффектом небольшо-
го снижения стабильности, вызванного заме-
нами в положении a. В С-концевой части моле-
кулы имеется большое количество замен между 
этими двумя изоформами (рис. 5). Однако все 
они в основном приходятся на позиции b, c и f, 
меньше  – на позиции  e и  g, и только две воз-
действуют на гидрофобный кор молекулы. Эти 
замены, V190A и K213E, размещены в поло-
жениях  a и  d соответственно. Первая из них 
(V190А) может вызвать незначительную деста-
билизацию в структуре суперспирали, а другая 
(К213Е) не должна приводить к существенным 
изменениям, поскольку заряд в гидрофобном 
коре молекулы независимо от его знака при-
водит к дестабилизации структуры coiled-coil.

Аналогичная ситуация наблюдается и при 
сравнительном анализе последовательностей 
изоформ Tpm1.6 и  Tpm4.1  (рис.  5). Как и в 
предыдущем случае, основное отличие в ста-
бильности приходится на N-концевую часть 
молекулы Тpm, в которой не так много замен. 
Особое внимание следует уделить трём из них. 
Две из этих замен (L39V и A74T) размещены 
в позиции d и одна (A63D) – в позиции g. Все 
они могут вызывать эффект дестабилизации 

структуры coiled-coil. Аминокислотных за-
мен в С-концевой части молекулы  Tpm также 
больше, как и в предыдущим случае. Однако 
только 2 замены, A211S и V260L, находящиеся 
в положении a, могли бы повлиять на стабиль-
ность суперспирали. Однако предсказать их 
действие сложно. Замена в положении 211 дол-
жна приводить к небольшой дестабилизации 
С-концевой части молекулы  Tpm4.1 по срав-
нению с  Tpm1.6, но этот эффект, вероятно, 
устраняется заменой  V260L. В  пользу такой 
интерпретации свидетельствует тот факт, что 
калориметрический домен  2 на кривых  ДСК 
имеет одинаковую температуру плавления как 
для Tpm4.1, так и для Tpm1.6 [39].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе были изучены различные 
свойства изоформ Tpm2.1 и  Tpm4.1. Показа-
но, что основным отличием этих изоформ от 
других изоформ  Тpm является их низкая ста-
бильность (термостабильность). Причина сни-
женной стабильности этих изоформ кроется в 
группе аминокислотных остатков в гидрофоб-
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ном коре молекулы, которая может дестабили-
зировать структуру двойной спирали (coiled-
coil). Кроме того, изоформы Tpm2.1 и  Tpm4.1 
очень похожи друг на друга по своим свой-
ствам. Единственным выявленным различием 
является термостабильность их комплексов с 
F-актином, обусловленная, по-видимому, раз-
личиями в силе концевых взаимодействий мо-
лекул этих изоформ. Принимая во внимание, 
что функциональные свойства Тpm часто свя-
заны с устойчивостью структуры coiled-coil его 
молекулы, можно предположить, что снижен-
ная стабильность этих изоформ может иметь 
функциональное значение.
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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL STUDIES 
OF TROPOMYOSIN ISOFORMS Tpm4.1 AND Tpm2.1
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Tropomyosin (Tpm) is one of the most important partners of the actin filament, largely determining its 
properties. In animal organisms, there are different isoforms of Tpm, which are believed to be involved in 
the regulation of various cellular functions. However, the molecular mechanisms of regulation of the func-
tions of actin filaments by various cytoplasmic isoforms of Tpm are still poorly understood. In our work, 
we used various methods to study the properties of Tpm2.1 and Tpm4.1 isoforms and compared them both 
with each other and with the properties of Tpm isoforms that had already been subjected to more detailed 
study earlier. The isoforms Tpm2.1 and Tpm4.1 almost did not differ from each other in their affinity for 
F-actin, in the thermal stability of their molecules and in their resistance to limited proteolysis by trypsin, 
but they differed markedly in viscosity of their solutions and in the thermal stability of their complexes with 
F-actin. The main difference of Tpm2.1 and Tpm4.1 from other previously studied Tpm isoforms (such, 
for example, as Tpm1.6 and Tpm1.7) is their extremely low thermal stability measured by CD and DSC 
methods. The possible causes of this instability are considered in detail when comparing the amino acid 
sequences of Tpm4.1 and Tpm2.1 with the sequences of isoforms Tpm1.6 and Tpm1.7, which did not differ 
from Tpm4.1 and Tpm2.1, respectively, by the exon structure of their genes.

Keywords: tropomyosin isoforms; coiled-coil stability, actin-associated proteins, actin filaments, differential scanning 
calorimetry
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Нормализация секреторной активности и уровня дифференцировки клеток мезенхимного проис-
хождения, в том числе фибробластов, является одной из важных биомедицинских проблем. Одним 
из решений этой проблемы является воздействие на сигнальный каскад «ответ на неправильно 
свёрнутые белки»  (UPR), который активируется при дифференцировке фибробластов. В настоя-
щем исследовании было изучено влияние фитогормонов на секреторную активность и диффе-
ренцировку культивируемых дермальных фибробластов человека. С  помощью анализа уровня 
экспрессии генов, кодирующих маркеры  UPR, в этих клетках мы установили, что фитогормон 
абсцизовая кислота (АБК) повышала экспрессию генов GRP78 и ATF4, а фитогормон гибберелли-
новая кислота  (ГК) повышала экспрессию CHOP. Оценка секреторно-синтетической активности 
фибробластов показала, что АБК увеличивала уровень секреции и синтеза проколлагена I и уро-
вень синтеза фибронектина, а также общую продукцию коллагеновых и неколлагеновых белков 
внеклеточного матрикса дермальными фибробластами. Кроме того, АБК  стимулировала синтез 
маркера миофибробластов гладкомышечного актина α (α-SMA) и повышала количество миофибро-
бластов в клеточной популяции. Напротив, ГК  увеличивала уровень секреции фибронектина, 
но снижала уровень синтеза проколлагена I, а также общей продукции коллагеновых белков вне-
клеточного матрикса. Кроме того, при действии ГК снижался уровень синтеза α-SMA и количество 
миофибробластов в клеточной популяции. Наши результаты дают основания полагать, что фито-
гормоны являются модуляторами секреторно-синтетической активности фибробластов и оказы-
вают влияние на их дифференцировочный статус.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: абсцизовая кислота, гиббереллиновая кислота, фибробласты, миофибробласты, 
заживление ран, фиброз, дифференцировка, гладкомышечный актин.

DOI: 10.31857/S032097252306009X, EDN: EFPTLN

Принятые сокращения: АБК  – абсцизовая кислота; ГК  – гиббереллиновая кислота; ЭПР  – эндоплазматический 
ретикулум; ATF4 – активирующий фактор транскрипции 4 (activating transcription factor 4); CHOP – CCAAT/белок, гомо-
логичный энхансер-связывающему белку (CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein); GRP78 – белок 78 кДа, 
регулируемый глюкозой (glucose-regulated protein 78); IRE1 – требующий инозитол белок 1 (inositol-requiring protein 1); 
PERK  – киназа  ЭПР, подобная белковой киназе  RNA (protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase); sXBP1  – 
сплайсированный X-box-связывающий белок 1 (spliced X-box-binding protein 1); UPR – ответ на неправильно свёрнутые 
белки (unfolded protein response); α-SMA – гладкомышечный актин α (α-smooth muscle actin).

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Поддержание на оптимальном уровне се-
креторно-синтетических процессов у разных 
типов дифференцированных клеток важно для 

нормального функционирования органов и 
тканей. Нарушение регуляции секреторно-син-
тетической активности, вызванное изменени-
ем дифференцировочного статуса клеток или 
изменением количества дифференцированных 
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клеток, ведёт к развитию широкого спектра 
патологических состояний, в том числе фиб-
розу, снижению регенеративного потенциа-
ла, диабету II-го типа, остеопорозу и многим 
другим. Так, например, избыточная диффе-
ренцировка фибробластов в миофибробласты 
вызывает фиброз, сопровождающийся повы-
шенной продукцией внеклеточного матрикса, 
а недостаточная активность миофибробластов 
и/или их недостаточное количество приводит 
к подавлению регенеративных процессов [1–6]. 
Дедифференцировка β-клеток островков Лан-
герганса, секретирующих инсулин, является 
одной из причин, вызывающих диабет II-го 
типа  [7–9], а снижение активности остео-
бластов в менопаузе ведёт к остеопорозу  [10]. 
Следует отметить, что для дифференцировки 
многих клеток с высокой секреторной ак-
тивностью, в том числе фибробластов, пред-
шественников β-клеток и преостеобластов, 
необходима активация сигнального каскада, 
носящего название «ответ на неправильно 
свёрнутые белки» или UPR  [2, 11–18]. При 
этом до настоящего времени неизвестно, яв-
ляется ли активация UPR индуктором диффе-
ренцировки клеток или же UPR  запускается 
из-за повышенного синтеза секреторных бел-
ков в процессе дифференцировки  [18]. Нор-
мализация секреторной активности и уров-
ня дифференцировки клеток, в частности за 
счёт воздействия на молекулярные компонен-
ты UPR, является одной из задач терапии мно-
гих патологий [1, 7, 9, 12, 13, 18].

Биологически активные молекулы, обна-
руженные в различных видах растений, давно 
являются объектом пристального внимания в 
биологии и медицине и широко используются 
для создания на их основе новых медицинских 
препаратов  [19–22]. Среди них определённый 
интерес представляют фитогормоны  – сиг-
нальные молекулы, регулирующие рост и диф-
ференцировку растений. Известно, что эти 
соединения могут оказывать влияние на секре-
торно-синтетическую активность и дифферен-
цировочный статус некоторых культивируемых 
клеток животных, в том числе и человека. Так, 
например, фитогормон гиббереллиновая кис-
лота  (ГК) повышает содержание α-амилазы в 
мезенхимных стромальных клетках  [23] и ак-
тивирует UPR и дифференцировку в культи-
вируемых нормальных и опухолевых клетках 
эпидермоидного происхождения  [24]. Другой 
фитогормон, абсцизовая кислота  (АБК), сти-
мулирует секрецию инсулина β-клетками ост-
ровков Лангерганса и секрецию гастроинте-
стинального гормона энтероэндокринными 
клетками [25, 26]. Кроме того, было показано, 

что АБК в микромолярных концентрациях 
нормализует аномально повышенную секре-
торную активность, вызывая снижение отло-
жения коллагена у фибробластов, полученных 
от больных системным склерозом [27]. Соглас-
но данным этих же авторов, АБК не влияет на 
секреторную активность фибробластов, полу-
ченных от здоровых доноров. Однако низкие 
концентрации и короткая продолжительность 
воздействия (24 ч) не позволяют сделать одно-
значные выводы о характере влияния АБК на 
данный тип клеток, так как анализ изменения 
секреторной активности фибробластов обыч-
но проводится через 48 и более часов инку-
бации с исследуемыми агентами  [2, 13, 28]. 
Кроме этого, авторы исследования не опре-
деляли изменение содержания в популяции 
миофибробластов, для которых характерна 
повышенная секреторно-синтетическая ак-
тивность  [1, 16]. Поэтому мы полагаем, что 
влияние АБК на секреторную активность и 
дифференцировочный статус фибробластов 
требует более глубокого изучения.

Таким образом, есть основания полагать, 
что фитогормоны влияют на секреторно-син-
тетическую систему и дифференцировочный 
статус некоторых типов культивируемых кле-
ток, в том числе соединительнотканного про-
исхождения (фибробластов, мезенхимных стро-
мальных клеток), но существующие данные 
носят фрагментарный характер и нуждаются 
в верификации. В  связи с этим целью нашего 
исследования было изучить влияние АБК и ГК 
на секреторно-синтетическую активность и 
признаки дифференцировки культивируемых 
дермальных фибробластов человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование дермальных фибробластов 
человека. Дермальные фибробласты человека 
(линия  HdFb  (d75)), полученные из Уникаль-
ной научной установки «Коллекция клеточ-
ных культур» Института биологии развития 
им. Н.К. Кольцова РАН, культивировали в сре-
де DMEM/F12 («ПанЭко», Россия), содержа-
щей 10%  фетальной сыворотки телёнка (FBS; 
«HyClone», США), 2  мМ L-глутамина («Пан-
Эко») и коммерческую смесь антибиотиков 
пенициллина и стрептомицина (5 мл смеси на 
450 мл среды) («ПанЭко») в стандартных усло-
виях (37 °С, 5%  CO2). Согласно паспорту кле-
точной линии HdFb  (d75), использованной 
в настоящем исследовании, время удвоения 
популяции составляло 24  ч. Клетки пассиро-
вали смесью растворов трипсина («ПанЭко») 
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и Версена («ПанЭко») в соотношении  3/7. 
При проведении экспериментов клетки 
5–8 пассажей высаживали в чашки Петри (d = 
= 60  мм) и 24-луночные планшеты в концен-
трации 50 000  клеток/мл или в чашки Петри 
(d = 35 мм) с покровными стёклами в концен-
трации 40 000  клеток/мл и культивировали в 
течение 24 ч. Затем в культуральную среду до-
бавляли стоковые спиртовые растворы АБК 
(189  мМ) и ГК (500  мМ) («Merck», США) до 
конечной концентрации 2  мМ. Время культи-
вирования с фитогормонами составляло 24  ч, 
48 ч или 7 суток. Клетки достигали конфлюэнт-
ного монослоя через 5–6 суток после посадки. 
Для контрольных точек вместо фитогормонов 
в культуральную среду добавляли соответствую-
щий объём 96%-ного этилового спирта.

Иммуноферментный анализ. Анализ уров-
ня секреции проколлагена  I и фибронектина 
проводили с помощью коммерческих набо-
ров Human Pro-Collagen I alpha 1 SimpleStep 
ELISA®  Kit («Abcam», Великобритания) и 
Human Fibronectin SimpleStep ELISA®  Kit 
(«Abcam») соответственно, согласно прото-
колам, приложенным к наборам. Оптическую 
плотность измеряли с помощью анализа-
тора иммуноферментных реакций Униплан 
(«Пикон», Россия) при длине волны 450 нм.

Вестерн-блоттинг. Клетки лизировали в од-
нократном лизирующем буфере, содержащем 
150  мМ  NaCl («ПанЭко»), 0,1%  Triton  X-100, 
0,5%  дезоксихолат натрия, 0,1%  додецилсуль-
фат натрия, 50  мМ  Tris-HCl (pH  8,0) и кок-
тейль ингибиторов протеаз (все составляю-
щие  – «Merck»). Затем в лизат добавляли бу-
фер Лэммли («Bio-Rad», США), содержащий 
β-меркаптоэтанол («Merck»), инкубировали ли-
зат при 65 °С в течение 5 мин и дополнительно 
денатурировали в течение 2  мин при –20 °С. 
Белки разделяли с помощью вертикального 
электрофореза, используя 8%-ные или 10%-ные 
полиакриламидные гели. Полусухой перенос 
белков на ПВДФ-мембрану («Bio-Rad») осу-
ществляли с помощью Trans-Blot® Turbo™ 
RTA Mini LF PVDF TransferKit («Bio-Rad Lab-
oratories», США). Затем ПВДФ-мембрану ин-
кубировали в 5%-ном обезжиренном молоке, 
разведённом Tris-буфером  (TBS; «Bio-Rad»), 
содержащем 0,1%  Tween («Bio-Rad»), в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре. Далее 
мембрану инкубировали с первичными анти-
телами к GAPDH (глицеральдегид-3-фосфат-
дегидрогеназа), проколлагену I, фибронектину 
и α-SMA (гладкомышечный актин α) («Abcam») 
в течение ночи при +4 °С и затем со вторичны-
ми антителами, конъюгированными с перок-
сидазой хрена («Bio-Rad»), 1 ч при комнатной 

температуре. Для выявления белков использо-
вали Novex™ ECL Chemiluminescent Substrate 
Reagent  Kit («Thermo Fisher Scientific», США) 
и систему визуализации ChemiDoc™ («Bio-
Rad»). Оптическую плотность белковых по-
лос определяли с помощью ImageLab Software 
(«Bio-Rad»). Полученные значения для целе-
вых белков нормировали на GAPDH.

Колориметрический полуколичественный ана-
лиз общей продукции коллагеновых и неколла-
геновых белков внеклеточного матрикса. Дер-
мальные фибробласты высаживали в 24-лу-
ночные планшеты («Corning», США) и после 
добавления фитогормонов культивировали в 
течение 7  суток. Следует отметить, что схемы 
экспериментов с длительным (8 суток и более) 
культивированием клеток, продуцирующих вне-
клеточный матрикс, являются общеприняты-
ми  [29–33]. Далее клетки промывали тёплым 
PBS (pH  7,2–7,4) («ПанЭко»), фиксировали 
насыщенным раствором пикриновой кислоты 
(«Merck») в течение 30 мин, промывали дис тил-
лированной водой и окрашивали 0,1%-ным 
Sirius Red F3BA («Merck») или 0,1%-ным Fast 
Green FCF («Merck») в течение 30  мин при 
комнатной температуре на ротационном шей-
кере для выявления коллагеновых и неколла -
геновых белков соответственно. Для приготов-
ления 0,1%-ных растворов красителей сухие 
Sirius Red и Fast Green растворяли в насы-
щенной пикриновой кислоте. В качестве кон-
троля использовали раствор насыщенной пи-
криновой кислоты, не содержащий красите-
лей. После окрашивания клетки промывали 
дистиллированной водой и фотографирова-
ли на инвертированном микроскопе Eclipse 
Ti-U («Nikon», Япония; объектив  – Nikon 
Plan Fluor 10×/0.30). Затем красители, свя-
завшиеся с белками внеклеточного матрикса, 
растворяли в смеси 0,1%  NaOH и ледяного 
абсолютного метанола (1/1). Оптическую плот-
ность полученного элюата анализировали с 
помощью микропланшетного ридера Micro-
plate Reader  PR2100 («Bio-Rad») при 550  нм 
(Sirius  Red) и 620  нм (Fast  Green). Для  нор-
мирования полученных значений оптиче-
ской плотности на количество клеток про-
водили окрашивание 0,5%-ным Crystal Violet 
(«Merck»), разведённом на абсолютном мета-
ноле, в течение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре. Затем краситель отмывали дистилли-
рованной водой, и клетки фотографировали 
на микроскопе Eclipse Ti-U. Далее связавший-
ся краситель растворяли в 96%-ном этаноле, 
и оптическую плотность полученного элюата 
анализировали с помощью микропланшетного 
ридера Microplate Reader PR2100 при 550 нм.
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Последовательности праймеров, использованных в работе

Название праймера

Последовательность праймеров (5′→3′)

прямой обратный

GRP78 TCTGCTTGATGTGTGTCCTCTT GTCGTTCACCTTCGTAGACCT

ATF4 TGGCTGGCTGTGGATGG TCCCGGAGAAGGCATCCT

CHOP AGTCTAAGGCACTGAGCGTATC TCTGTTTCCGTTTCCTGGTT

sXBP1 GCTGAGTCCGCAGCAGGT CAGGGTCCAACTTGAACAGAAT

HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

GAPDH TGCACCACAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG

YWHAZ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA CCGCCAGGACAAACCAGTAT

Иммуноцитохимический анализ. Клетки 
фиксировали 4%-ным раствором параформ-
альдегида («MP Biochemical», Франция), раз-
ведённым в  PBS, и пермеабилизировали с 
помощью 0,5%-ного раствора Triton  X-100 
(«Serva», Германия). Для выявления α-SMA 
использовали первичные мышиные монокло-
нальные антитела к α-SMA («Merck») и вто-
ричные моноклональные антитела козы к IgG 
мыши, конъюгированные с Alexa Fluor  488 
(«Thermo Fisher Scientific»). Ядра визуализиро-
вали с помощью DAPI (4′,6-диамидино-2-фе-
нилиндол) («Merck»); препараты заключали в 
Mowiol («Hoechst», Германия). Съёмку препа-
ратов проводили с помощью инвертированно-
го флуоресцентного микроскопа Axiovert 200M 
(«Carl Zeiss», Германия; объектив – 63× PlanApo 
NA 1.40 Oil), снабжённого чёрно-белой цифро-
вой камерой Zeiss Axiocam  202 mono («Carl 
Zeiss») и программным обеспечением Zeiss 
ZEN  3.3 (blue edition) («Microscope Software», 
Германия). Полученные изображения анали-
зировали с помощью программы Fiji (National 
Institutes of Health, США).

Количественная ПЦР в реальном времени. 
ПЦР проводили по описанной ранее схеме [24], 
используя праймеры («Синтол», Россия) к ге-
нам GRP78, ATF4, CHOP; к сплайсированной 
форме мРНК  XBP1 (sXBP1), HPRT, а также к 
GAPDH и YWHAZ. Последовательности исполь-
зуемых праймеров указаны в таблице. HPRT, 
GAPDH и YWHAZ использовали в качестве ре-
ференсных генов. ПЦР для каждого образ-
ца проводили в трёх технических повторах. 
Результаты ПЦР анализировали по методике 
Vandesompele et al. [34].

Статистический анализ проводили в про-
грамме RStudio 1.4.1717 (R 4.1.1). Для проверки 

достоверности различий между контрольными 
и экспериментальными значениями использо-
вали непараметрический двусторонний U-кри-
терий Манна–Уитни. Различия считали стати-
стически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ уровня экспрессии генов, кодиру ю-
щих маркеры UPR. С  помощью ПЦР мы про-
вели оценку уровня экспрессии маркеров 
UPR  – GRP78 (белок 78  кДа, регулируемый 
глюкозой), ATF4 (активирующий фактор тран-
скрипции 4), sXBP1 (сплайсированный X-box-
связывающий белок 1) и CHOP (CCAAT/белок, 
гомологичный энхансер-связывающему белку) – 
после воздействия 2  мМ  АБК и  ГК в течение 
24  ч  (рис.  1). Срок инкубации с фитогормо-
нами и их концентрации были выбраны на 
основе полученных нами ранее данных об ак-
тивации UPR через 24 ч воздействия 2 мМ ГК 
в нормальных и опухолевых клетках эпидер-
моидного происхождения и данных об из-
менении морфо-функционального состояния 
секреторно-синтетической системы дермаль-
ных фибробластов через 24  ч воздействия 
2  мМ  АБК и  ГК  [24, 35]. Оказалось, что при 
действии АБК в дермальных фибробластах по-
вышалась экспрессия генов GRP78 и ATF4 в 2,7 
и 1,7  раза соответственно (рис.  1,  а  и  в). При 
этом АБК не оказывала значимого влияния на 
количество sXBP1 и уровень экспрессии CHOP 
(рис. 1, д и ж). Напротив, ГК оказывала влия-
ние на уровень экспрессии только CHOP, по-
вышая его в 2,9 раза (рис. 1, б, г, е и з). Таким 
образом, АБК и ГК активировали экспрессию 
генов, кодирующих маркеры UPR в дермаль-
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ных фибробластах, при этом паттерны их ак-
тивации у АБК и ГК различались.

Оценка уровня секреции проколлагена I и 
фибронектина. В  соединительной ткани наи-
более распространёнными компонентами вне-
клеточного матрикса, синтезируемыми фибро-
бластами, являются проколлаген I и фибро-
нектин [36, 37]. В связи с этим с помощью ИФА 
мы провели оценку уровня секреции прокол-
лагена I и фибронектина дермальными фибро-
бластами после воздействия фитогормонов. 
Мы предположили, что изменение секретор-
ной активности клеток может происходить 
позже, чем активация  UPR, поэтому проана-
лизировали уровень секреции проколлагена I 
и фибронектина через  24 и  48  ч культивиро-
вания фибробластов с АБК и ГК (рис. 2). Как 
видно из рис.  2  (а–г), АБК и ГК не вызывали 
изменений в уровне секреции проколлагена I и 
фибронектина через 24 ч воздействия. Однако 
культивирование с АБК в течение  48  ч приво-
дило к повышению уровня секреции проколла-
гена I на 6,1% (рис. 2, д) и не влияло на уровень 
секреции фибронектина  (рис.  2,  ж). Культи-
вирование с ГК в течение 48  ч приводило к 
повышению уровня секреции фибронектина 
на 7,2% (рис. 2, з) и не влияло на уровень секре-
ции проколлагена  I  (рис.  2,  е). Таким образом, 
АБК и  ГК оказывали влияние на секреторную 
активность дермальных фибробластов, причём 
АБК стимулировала секрецию проколлагена  I, 
а ГК стимулировала секрецию фибронектина.

В связи с тем, что воздействие АБК и  ГК 
на секреторную активность фибробластов про-
являлось через 48 ч, этот срок был выбран для 
дальнейшей оценки влияния фитогормонов на 
дермальные фибробласты.

Оценка уровня синтеза проколлагена I и 
фибронектина. Повышение уровня секреции 
проколлагена I и фибронектина может свиде-
тельствовать о повышении уровня синтеза этих 
белков. Поэтому с помощью вестерн-блоттин-
га мы провели оценку уровня синтеза прокол-
лагена I и фибронектина после 48 ч инкубации 
фибробластов с АБК и ГК (рис. 3). Оказалось, 
что АБК увеличивала уровень синтеза прокол-
лагена I и фибронектина в 29,4 раза (рис. 3, а) 
и в  1,6  раза  (рис.  3, в) соответственно. При 
этом ГК снижала уровень синтеза проколла-
гена  I в 1,6  раза  (рис.  3,  б), а также снижала 
уровень синтеза фибронектина  (рис.  3,  г), но 
статистически недостоверно. Таким образом, 
в дермальных фибробластах АБК  вызывала 
повышение уровня синтеза белков внеклеточ-
ного матрикса  – проколлагена I и фибронек-
тина, а ГК достоверно индуцировала снижение 
уровня синтеза только проколлагена I.

Оценка общей продукции коллагеновых и 
неколлагеновых белков внеклеточного матрикса. 
Во  внеклеточном матриксе, формируемом 
фибробластами, проколлаген  I и фибронек-
тин являются преобладающими коллагено-
выми и неколлагеновыми белками соответ-
ственно  [37]. Для оценки влияния АБК и  ГК 
на общую продукцию коллагеновых и некол-
лагеновых белков внеклеточного матрикса 
дермальными фибробластами был проведён 
полуколичественный анализ (рис. 4). Срок ин-
кубации с фитогормонами в данном экспери-
менте составлял 7 суток, что позволило детек-
тировать перицеллюлярное накопление анали-
зируемых белков, а также их внутриклеточные 
формы. Коллагеновые и неколлагеновые бел-
ки матрикса выявлялись с помощью гисто-
логических красителей Sirius Red и Fast Green 
соответственно. Красители, связавшиеся с кол-
лагеновыми и неколлагеновыми белками вне-
клеточного матрикса, элюировали, и затем ана-
лизировали оптическую плотность образцов. 
Для нормирования полученных значений на 
количество клеток использовали окрашивание 
гистологическим красителем Crystal Violet, оп-
тическая плотность элюата которого пропор-
циональна количеству клеток [38].

После культивирования фибробластов с АБК 
общее содержание коллагеновых белков внекле-
точного матрикса возрастало на  17,4%, а со-
держание неколлагеновых белков возрастало 
на  29,5% (рис.  4,  а  и  б). После культивирова-
ния фибробластов с  ГК содержание коллаге-
новых белков внеклеточного матрикса, на-
оборот, снижалось на 21,0% (рис. 4, в). Содер-
жание неколлагеновых белков также снижа-
лось, но изменение было статистически недо-
стоверным  (рис.  4,  г). Полученные данные 
свидетельствуют о том, что общая продукция 
коллагеновых и неколлагеновых белков вне-
клеточного матрикса дермальными фибробла-
стами при действии АБК повышалась, а при 
действии ГК  – снижалась, но статистически 
достоверные данные были получены только 
для коллагеновых белков.

Оценка уровня синтеза α-SMA и доли мио-
фибробластов в популяции фибробластов. Изме-
нение секреторно-синтетической активности 
дермальных фибробластов, наблюдаемое при 
действии АБК и  ГК в настоящем исследова-
нии, может быть связано с изменением коли-
чества миофибробластов в популяции дер-
мальных фибробластов, так как для мио-
фибробластов характерен повышенный, по 
сравнению с фибробластами, уровень синтеза 
проколлагена  I и фибронектина  [1]. Основ-
ным маркером миофибробластов является 
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Рис. 1. Уровень экспрессии генов, кодирующих маркеры UPR GRP78 (а и б), ATF4 (в и г), sXBP1 (д и е) и CHOP (ж и з) 
после 24-часового воздействия АБК и ГК. Показаны медианы и интерквартильные размахи; ns – not significant (не зна-
чимо); * p < 0,05 по критерию Манна–Уитни; 7 независимых экспериментов
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Рис. 2. Влияние АБК и ГК на уровень секреции проколлагена I и фибронектина в дермальных фибробластах. а – Уро-
вень секреции проколлагена I после 24 ч воздействия АБК; б – уровень секреции проколлагена I после 24 ч воздей-
ствия  ГК; в  – уровень секреции фибронектина после 24  ч воздействия  АБК; г  – уровень секреции фибронектина 
после 24 ч воздействия ГК; д – уровень секреции проколлагена I после 48 ч воздействия АБК; е – уровень секреции 
проколлагена I после 48 ч воздействия ГК; ж – уровень секреции фибронектина после 48 ч воздействия АБК; з – уро-
вень секреции фибронектина после 48 ч воздействия ГК. Показаны медианы и интерквартильные размахи; ns – не зна-
чимо; * p < 0,05 по критерию Манна–Уитни; 5 независимых экспериментов
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Рис. 3. Влияние 48-часовой инкубации с АБК и ГК на уровень синтеза проколлагена I и фибронектина в дермальных 
фибробластах. а – Содержание проколлагена I после воздействия АБК; б – содержание проколлагена I после воздей-
ствия ГК; в – содержание фибронектина после воздействия АБК; г – содержание фибронектина после воздействия ГК. 
Показаны медианы и интерквартильные размахи; ns –не значимо; * p < 0,05 по критерию Манна–Уитни; 5 независи-
мых экспериментов

гладкомышечный актин  α  [2, 16, 17], поэто-
му была проведена оценка уровня синтеза 
α-SMA с помощью вестерн-блоттинга и про-
изведён подсчёт доли миофибробластов в 
популяции дермальных фибробластов с по-
мощью иммуноцитохимического выявления 
α-SMA после 48-часового воздействия АБК 
и  ГК  (рис.  5). Как видно из  рис.  5, при дей-
ствии АБК уровень синтеза α-SMA повышался 
на 38,5% (рис. 5, а), а при действии ГК – сни-
жался на  5,4%  (рис.  5,  б). Подсчёт доли мио-
фибробластов (клеток, содержащих α-SMA-
положительные фибриллы) показал, что при 
действии АБК доля миофибробластов возра-
стала в 1,5 раза (рис. 5, в), а при действии ГК – 
снижалась на 41,5% (рис. 5, г). Таким образом, 
АБК стимулировала увеличение уровня син-

теза α-SMA и количества миофибробластов в 
популяции дермальных фибробластов, а при 
действии  ГК уровень синтеза α-SMA и коли-
чество миофибробластов уменьшалось.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведённые нами исследования показали, 
что фитогормоны АБК и  ГК вызывают акти-
вацию UPR в дермальных фибробластах чело-
века, а также оказывают влияние на их секре-
торно-синтетическую активность. UPR  – это 
адаптивный ответ клетки на нарушение гомео-
стаза эндоплазматического ретикулума  (ЭПР), 
вызванное накоплением в ЭПР не свёрнутых 
и/или неправильно свёрнутых белков  [18, 39]. 
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Рис. 4. Влияние 7-суточной инкубации с АБК и ГК на общую продукцию коллагеновых и неколлагеновых белков вне-
клеточного матрикса дермальными фибробластами. Представлены репрезентативные изображения окрашивания кле-
ток Sirius Red (выявление коллагеновых белков матрикса), Fast Green (выявление неколлагеновых белков матрикса) 
и Crystal Violet (оценка количества клеток). а – Содержание коллагеновых белков после воздействия АБК; б – содер-
жание неколлагеновых белков после воздействия  АБК; в  – содержание коллагеновых белков после воздействия  ГК; 
г – содержание неколлагеновых белков после воздействия ГК. Показаны медианы и интерквартильные размахи; ns – 
не значимо; * p < 0,05 по критерию Манна–Уитни; 5 независимых экспериментов. Масштабный отрезок – 10 мкм

8*



ТУРИЩЕВА и др.1004

БИОХИМИЯ том 88 вып. 6 2023

Рис. 5. Влияние 48-часовой инкубации с  АБК и  ГК на уровень синтеза α-SMA и долю миофибробластов в популя-
ции дермальных фибробластов. а  – Содержание α-SMA после воздействия  АБК; б  – содержание α-SMA после воз-
действия ГК; в – доля миофибробластов после воздействия АБК; г – доля миофибробластов после воздействия ГК. 
Показаны медианы и интерквартильные размахи; * p < 0,05 по критерию Манна–Уитни; 5 независимых экспериментов

Такое нарушение гомеостаза носит назва-
ние «стресс  ЭПР». Ранее нами было показа-
но, что ГК вызывает активацию сигнальных 
путей UPR в нормальных и опухолевых клет-
ках эпидермоидного происхождения, повы-
шая экспрессию генов, кодирующих основ-
ные маркеры стресса  ЭПР и  UPR  – GRP78, 
ATF4, sXBP1 и CHOP  [24]. GRP78 – это шапе-
рон люмена  ЭПР, в отсутствие стресса ЭПР 
связанный с тремя трансмембранными сенсо-
рами стресса  ЭПР – IRE1  (требующий ино-
зитол белок 1), PERK (киназа ЭПР, подобная 
белковой киназе  RNA) и  ATF6  (активирую-
щий фактор транскрипции 6) [39]. В условиях 
стресса ЭПР GRP78  отделяется от этих сен-
соров, что вызывает их активацию. Каждый 
сенсор стресса  ЭПР (IRE1, PERK и  ATF6) 
при активации запускает свой сигнальный 
каскад, приводящий к активации экспрес-
сии таких транскрипционных факторов, как 
sXBP1 («s» означает «сплайсированный»), 

ATF4 и  CHOP  [18, 39, 40]. Все транскрип-
ционные факторы, активирующиеся в ходе 
стресса ЭПР и  UPR, за  исключением  CHOP, 
повышают экспрессию генов белков ответа на 
стресс ЭПР, направленных на восстановление 
гомеостаза  ЭПР и его свёртывающей способ-
ности. CHOP  стимулирует стресс-опосредо-
ванную индукцию апоптоза.

В настоящем исследовании мы провели 
оценку уровня экспрессии GRP78, ATF4, sXBP1 
и CHOP при воздействии АБК и ГК на клетки 
соединительнотканного происхождения – дер-
мальные фибробласты человека. Оказалось, 
что АБК повышает уровень экспрессии GRP78 
и  ATF4, что свидетельствует об активации 
стресса  ЭПР и запуске  UPR. Насколько нам 
известно, это первые данные о способности 
АБК активировать стресс ЭПР и UPR в клет-
ках человека. При этом АБК не  повышала 
уровень экспрессии  sXBP1. Это может быть 
связано с тем, что АБК не активирует или бло-
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кирует сигналинг по IRE1–XBP1-пути стрес-
са ЭПР, а также с возможной активацией этого 
пути на  более ранних сроках воздействия, а 
затем снижением его активности. Отсутствие 
повышения экспрессии CHOP свидетельствует 
о том, что АБК не индуцирует стресс-опосре-
дованный апоптоз, контролируемый  CHOP, 
по крайней мере через 24 ч воздействия.

В свою очередь, ГК тоже вызывала акти-
вацию UPR, о чём свидетельствует повыше-
ние уровня экспрессии  CHOP. Однако значи-
тельного изменения уровня экспрессии генов, 
кодирующих другие маркеры стресса  ЭПР, 
при её воздействии не наблюдалось, что мо-
жет быть связано с активацией сигнальных 
путей  UPR на более ранних сроках воздей-
ствия  ГК и последующим снижением их ак-
тивности. CHOP считается проапоптотиче-
ским фактором, однако ранее мы показали, 
что ГК не вызывает значительного снижения 
метаболической активности, а, следователь-
но, и гибели дермальных фибробластов при 
24-часовом воздействии  [35]. По-видимому, 
фибробласты «справляются» со стрессом ЭПР, 
индуцированным  ГК, без активации гибели 
клеток. Данные ПЦР также позволяют заклю-
чить, что обнаруженное нами ранее расшире-
ние цистерн ЭПР в дермальных фибробластах 
при действии  ГК  [35], по-видимому, вызвано 
активацией стресса  ЭПР. Следует отметить, 
что в нормальных и опухолевых клетках эпи-
дермоидного происхождения ГК вызывала по-
вышение экспрессии генов, кодирующих все 
исследованные маркеры стресса ЭПР и UPR – 
GRP78, ATF4, sXBP1 и CHOP [24], следователь-
но, влияние АБК и ГК на клетки разного тка-
невого происхождения различается.

Наши данные свидетельствуют о том, что 
влияние  АБК и  ГК на секреторно-синтетиче-
скую активность дермальных фибробластов 
носит противоположный характер. АБК ока-
зывает стимулирующее действие на синтез и 
секрецию проколлагена  I и синтез фибронек-
тина, а также повышает общую продукцию 
коллагеновых и неколлагеновых белков вне-
клеточного матрикса дермальными фибробла-
стами. ГК, напротив, снижает уровень синтеза 
проколлагена  I и продукцию коллагеновых 
белков внеклеточного матрикса. Однако ГК сти-
мулирует секрецию фибронектина, хотя уро-
вень синтеза фибронектина при её воздей-
ствии не  повышается, а имеет тенденцию к 
снижению. Это может быть связано с тем, что 
дермальные фибробласты отвечают на дей-
ствие ГК выбросом синтезированного фибро-
нектина, однако синтез новых молекул фиб-
ронектина ГК  подавляет. Возможно, выход 

фибронектина в культуральную среду обуслов-
лен тем, что ГК оказывает влияние на секре-
торный путь фибронектина, который, как из-
вестно, отличается от секреторного пути про-
коллагена  I  [41]. Проколлаген  I транспорти-
руется из ЭПР в аппарат Гольджи в составе 
COPII-везикул, которые формируются при 
участии белка  TANGO1 (transport and Golgi 
organization protein  1). Далее в  аппарате Голь-
джи проколлаген  I сортируется в тубулярные 
структуры, которые направляются к  плазма-
тической мембране. Секреторный путь фибро-
нектина до сих пор полностью не изучен [41]. 
Известно, что он не  зависит от  белков COPII 
и TANGO1. Предполагается, что в транспорте 
фибронектина из ЭПР участвуют периостин 
и трансмембранный P24 транспортный бе-
лок  2  (TMED2), а далее фибронектин транс-
портируется к  плазматической мембране при 
участии мультивезикулярных телец и секрети-
руется во  внеклеточную среду в составе вне-
клеточных везикул  [41]. Возможно, ГК уско-
ряет транспорт фибронектина из ЭПР или 
воздействует на формирование внеклеточных 
везикул и их слияние с  плазматической мем-
браной.

Полученные нами данные указывают на то, 
что АБК и ГК прямо или косвенно влияют на 
синтез проколлагена I и фибронектина и, воз-
можно, других коллагеновых и неколлагеновых 
белков в дермальных фибробластах. Косвенное 
влияние этих фитогормонов может быть об-
условлено регуляцией экспрессии генов диф-
ференцировки фибробластов в  миофибробла-
сты, так как для миофибробластов характерна 
повышенная секреторно-синтетическая актив-
ность, в частности повышенный уровень син-
теза проколлагена I и фибронектина [1].

В литературе есть данные об уменьшении 
уровня синтеза и отложения коллагена I фиб-
робластами при действии АБК [27, 42]. Одна-
ко в этих работах исследовали влияние АБК в 
более низких концентрациях и на фибробла-
сты из зон фиброза. Поэтому мы полагаем, что 
наши данные не противоречат данным литера-
туры, а дополняют их.

Изменение секреторно-синтетической ак-
тивности дермальных фибробластов при дей-
ствии  АБК и  ГК, установленное в нашем ис-
следовании, может быть связано с изменением 
количества миофибробластов в популяции дер-
мальных фибробластов. Действительно, про-
ведённый нами анализ уровня синтеза основ-
ного маркера миофибробластов  – α-SMA, а 
также подсчёт количества миофибробластов 
в  популяции фибробластов показал, что АБК 
вызывает повышение уровня синтеза α-SMA 
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и количества миофибробластов. Эти данные 
коррелируют с данными о повышении секре-
торно-синтетической активности в популяции 
дермальных фибробластов при действии АБК. 
ГК,  в свою очередь, снижала уровень синтеза 
α-SMA и количество миофибробластов, что 
коррелирует со снижением секреторно-син-
тетической активности в  популяции дермаль-
ных фибробластов при действии этого фито-
гормона. В связи с этим можно заключить, что 
наблюдаемое при действии АБК повышение 
секреторно-синтетической активности фибро-
бластов по крайней мере частично вызвано 
дифференцировкой фибробластов в миофиб-
робласты. Наблюдаемое при действии ГК сни-
жение секреторно-синтетической активности 
фибробластов может быть обусловлено умень-
шением количества миофибробластов в по-
пуляции дермальных фибробластов. Для  того 
чтобы выяснить, чем вызвано такое снижение 
количества миофибробластов при действии 
ГК  – подавлением дифференцировки фибро-
бластов в миофибробласты или гибелью мио-
фибробластов, необходимо проведение допол-
нительных экспериментов.

Известно, что сигнальные пути UPR уча-
ствуют не только в восстановлении гомео-
стаза  ЭПР, но и играют ключевую роль в диф-
ференцировке клеток разного тканевого про-
исхождения, в том числе и фибробластов  [2, 
13, 16–18]. Наши данные о стимуляции диф-
ференцировки фибробластов в миофибробла-
сты при действии АБК свидетельствуют о том, 
что UPR сопровождает дифференцировку, ин-
дуцированную  АБК. Кроме того, это даёт ос-
нование полагать, что АБК может запускать 
эту дифференцировку, активируя UPR.

По данным литературы, при индукции диф-
ференцировки фибробластов в  миофибробла-
сты с помощью трансформирующего фактора 
роста  β (TGF-β) и 1%-ного экстракта сигарет-
ного дыма наблюдается повышение уровня 
синтеза GRP78 и sXBP1, но не CHOP [13, 43]. 
CHOP не участвует в дифференцировке фиб-
робластов в миофибробласты. Исследования 
уровня синтеза ATF4 в этих работах не прово-
дилось, однако показано, что нокдаун гена, ко-
дирующего PERK, мишенью которой является 
ATF4, подавляет дифференцировку фибробла-
стов в миофибробласты  [17]. Таким образом, 
полученные нами данные о повышении уровня 
экспрессии GRP78 и  ATF4, но не  CHOP при 
индукции дифференцировки фибробластов в 
миофибробласты соответствуют данным лите-
ратуры. Отличия в данных по уровню экспрес-
сии sXBP1 в литературе и нашем исследовании 
могут быть связаны с тем, что сигнальные пути 

активации UPR при действии АБК отличаются 
от таковых при действии других индукторов 
дифференцировки.

В свою очередь, повышение экспрессии 
только  CHOP при воздействии  ГК вместе с 
данными о снижении секреторно-синтетиче-
ской активности и количества миофибробла-
стов в популяции фибробластов свидетель-
ствуют о том, что индуцируемый ГК UPR в 
дермальных фибробластах связан не с актива-
цией дифференцировки и секреторно-синте-
тической активности клеток, а с подавлением 
этих процессов.

Ранее нами было показано, что ГК  инду-
цирует стресс ЭПР (UPR) и дифференцировку 
в нормальных и опухолевых клетках человека 
эпидермоидного происхождения  [24]. По-ви-
димому, влияние ГК на  дифференцировочный 
статус клеток разного происхождения разли -
чается. В  свою очередь, данные об активации 
стресса ЭПР параллельно с дифференцировкой 
при воздействии  АБК в литературе отсутству-
ют. Было обнаружено стимулирующее влияние 
АБК на дифференцировку предшественников 
мегакариоцитов при индукции их дифферен-
цировки стандартной дифференцировочной 
смесью  [44], однако индукция стресса ЭПР 
в  этом процессе не изучалась, хотя показано 
участие стресса ЭПР в тромбоцитопоэзе [45].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, мы показали, что АБК 
стимулирует дифференцировку дермальных 
фибробластов в миофибробласты, повышая 
их секреторно-синтетическую активность и 
увеличивая долю миофибробластов в  клеточ-
ной популяции. В свою очередь, ГК, напротив, 
подавляет секреторно-синтетическую актив-
ность дермальных фибробластов и снижает 
долю миофибробластов в клеточной популя-
ции. Кроме того, оба фитогормона вызывают 
активацию UPR в дермальных фибробластах, 
имеющего, однако, разное происхождение и 
разный сигналинг, а также оказывающего про-
тивоположное влияние на дифференцировоч-
ный статус фибробластов.

Стимулирующее влияние АБК на диффе-
ренцировку фибробластов может быть исполь-
зовано при разработке препаратов для уско-
рения заживления ран и лечения хронических 
ран при диабете, сосудистых заболеваниях, тя-
жёлых травмах и ожогах. При этом следует об-
ратить внимание как на возможность введения 
АБК в рану в составе лекарственных препара-
тов для стимуляции дифференцировки фибро-
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бластов пациента в миофибробласты, так и 
на активацию дифференцировки аллогенных 
фибробластов in  vitro с последующим введе-
нием полученных миофибробластов в рану [4].

До сих пор не существует клинически 
одобренных методов предотвращения форми-
рования рубцов (терапии рубцов), специально 
разработанных для ограничения или пред-
отвращения фиброза кожи [46]. Предлагаемые 
стратегии лечения включают в себя резекцию 
рубца или уменьшение его размера, использо-
вание методов тканевой инженерии, исполь-
зование антител и лекарственной терапии, 
направленной, в частности, на блокирование 
дифференцировки фибробластов. В  связи с 
этим на способность ГК снижать количество 
миофибробластов следует обратить внима-
ние при поиске способов предотвращения и 
лечения фиброза и, в частности образования 
рубцов. Поэтому мы считаем важным деталь-
ное изучение механизмов действия разных 
фитогормонов на пути активации  UPR, тем 
более что разные фитогормоны, вызывая 
стресс  ЭПР, оказывают противоположный 
эффект на дифференцировочный статус раз-
ных типов клеток  [24]. Особенно интересным 
представляется исследование потенциальной 

способности ГК снижать количество миофиб-
робластов в популяции дермальных фибробла-
стов на моделях фиброза in vitro и in vivo.

Вклад авторов. Е.А.  Смирнова  – концеп-
ция и руководство работой; Е.П.  Турищева, 
М.С. Вильданова, Д.К. Матвеева – проведение 
экспериментов; Е.П. Турищева, П.А. Вишняко-
ва, А.А. Саидова – обсуждение результатов ис-
следования; Е.П. Турищева – написание текста; 
Е.А.  Смирнова, Г.Е.  Онищенко  – редактиро-
вание текста статьи.

Финансирование. Работа выполнена при 
финансовой поддержке Российского фон-
да фундаментальных исследований (гран-
ты №№  19-015-00233 и  20-315-90118) в рам-
ках научного проекта государственного 
задания МГУ № 121032300098-5.

Благодарности. Авторы выражают благо-
дарность Ашниеву Герману Альфредовичу за 
помощь в статистической обработке данных.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая 
статья не содержит описания выполненных ав-
торами исследований с участием людей или ис-
пользованием животных в качестве объектов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

 1. Desai, V. D., Hsia, H. C., and Schwarzbauer, J.  E. 

(2014) Reversible modulation of myofibroblast differen-

tiation in adipose-derived mesenchymal stem cells, PLoS 
One, 9, e86865, doi: 10.1371/journal.pone.0086865.

 2. Heindryckx, F., Binet, F., Ponticos, M., Rom-

bouts, K., Lau, J., et al. (2016) Endoplasmic reticulum 

stress enhances fibrosis through IRE 1α‐mediated deg-

radation of miR‐150 and XBP‐1 splicing, EMBO Mol. 
Med., 8, 729-744, doi: 10.15252/emmm.201505925.

 3. Hinz, B. (2016) The  role of myofibroblasts in 

wound healing, Curr. Res. Transl. Med., 64, 171-177, 

doi: 10.1016/j.retram.2016.09.003.

 4. Ko, U. H., Choi, J., Choung, J., Moon, S., and Shin, 

J. H. (2019) Physicochemically tuned myofibroblasts 

for wound healing strategy, Sci. Rep., 9, 16070, 

doi: 10.1038/s41598-019-52523-9.

 5. Las Heras, K., Igartua, M., Santos-Vizcaino, E., and 

Hernandez, R.  M. (2020) Chronic wounds: Cur-

rent status, available strategies and emerging thera-

peutic solutions, J.  Control. Release, 328, 532-550, 

doi: 10.1016/j.jconrel.2020.09.039.

 6. Zou, M. L., Teng, Y. Y., Wu, J. J., Liu, S. Y., Tang, 

X. Y., Jia, Y., Chen, Z. H., Zhang, K. W., Sun, Z. L., 

Li, X., Ye, J.  X., Xu, R.  S., and Yuan, F.  L. (2021) 

Fibroblasts: heterogeneous cells with potential in 

regenerative therapy for scarless wound healing, Front. 
Cell Dev. Biol., 9, 713605, doi: 10.3389/fcell.2021.713605.

 7. Talchai, C., Xuan, S., Lin, H. V., Sussel, L., and 

Accili, D. (2012) Pancreatic β  cell dedifferentiation 

as a mechanism of diabetic β  cell failure, Cell, 150, 

1223-1234, doi: 10.1016/j.cell.2012.07.029.

 8. Efrat, S. (2019) Beta-cell dedifferentiation in type  2 

diabetes: concise review, STEM Cells, 37, 1267-1272, 

doi: 10.1002/stem.3059.

 9. Lenghel, A., Gheorghita, A. M., Vacaru, A. M., and 

Vacaru, A.-M. (2021) What is the sweetest UPR f lavor 

for the β-cell? That is the question, Front. Endocrinol., 
11, 614123, doi: 10.3389/fendo.2020.614123.

 10. Eastell, R., O’Neill, T. W., Hofbauer, L. C., Langdahl, B., 

Reid, I. R., Gold, D. T., and Cummings, S. R. (2016) 

Postmenopausal osteoporosis, Nat. Rev. Dis. Primers, 

2, 16069, doi: 10.1038/nrdp.2016.69.

 11. Zhang, W., Feng, D., Li, Y., Iida, K., McGrath, B., 

and Cavener, D.  R. (2006) PERK EIF2AK3 control 

of pancreatic β cell differentiation and proliferation 

is required for postnatal glucose homeostasis, Cell 
Metab., 4, 491-497, doi: 10.1016/j.cmet.2006.11.002.

 12. Saito, A., Ochiai, K., Kondo, S., Tsumagari, K., 

Murakami, T., Cavener, D.  R., and Imaizumi,  K. 

(2011) Endoplasmic reticulum stress response medi-



ТУРИЩЕВА и др.1008

БИОХИМИЯ том 88 вып. 6 2023

ated by the PERK-eIF2-ATF4 pathway is involved in 

osteoblast differentiation induced by BMP2, J.  Biol. 
Chem., 286, 4809-4818, doi: 10.1074/jbc.M110.152900.

 13. Baek, H. A., Kim, D. S., Park, H. S., Jang, K.  Y., 

Kang, M. J., Lee, D. G., Moon, W. S., Chae, H.  J., 

and Chung, M. J. (2012) Involvement of endoplasmic 

reticulum stress in myofibroblastic differentiation of 

lung fibroblasts, Am.  J. Resp. Cell Mol., 46, 731-739, 

doi: 10.1165/rcmb.2011-0121OC.

 14. Jang, W.-G., Kim, E.-J., Kim, D.-K., Ryoo, H.-M., 

Lee, K.-B., Kim, S. H., Choi, H. S., and Koh, J. T. 

(2012) BMP2 protein regulates osteocalcin expression 

via Runx2-mediated Atf6 gene transcription, J.  Biol. 
Chem., 287, 905-915, doi: 10.1074/jbc.M111.253187.

 15. Chan, J. Y., Luzuriaga, J., Bensellam, M., Biden, 

T. J., and Laybutt, D. R. (2013) Failure of the adaptive 

unfolded protein response in islets of obese mice is 

linked with abnormalities in β-cell gene expression 

and progression to diabetes, Diabetes, 62, 1557-1568, 

doi: 10.2337/db12-0701.

 16. Matsuzaki, S., Hiratsuka, T., Taniguchi,  M., 

Shingaki,  K., Kubo,  T., Kiya, K., Fujiwara, T., 

Kanazawa, S., Kanematsu, R., Maeda, T., Takamura, H., 

Yamada, K., Miyoshi, K., Hosokawa, K., Tohyama, M., 

and Katayama, T. (2015) Physiological ER stress 

mediates the differentiation of fibroblasts, PLoS One, 

10, e0123578, doi: 10.1371/journal.pone.0123578.

 17. Chen, Y. C., Chen, B. C., Huang, H. M., Lin, 

S.  H., and Lin, C.  H. (2019) Activation of PERK in 

ET-1-and thrombin-induced pulmonary fibroblast 

differentiation: inhibitory effects of curcumin, J. Cell. 
Physiol., 234, 15977-15988, doi: 10.1002/jcp.28256.

 18. Turishcheva, E., Vildanova, M., Onishchenko, G., 

and Smirnova, E. (2022) The  role of endoplasmic 

reticulum stress in differentiation of cells of mesen-

chymal origin, Biochemistry (Moscow), 87, 916-931, 

doi: 10.1134/S000629792209005X.

 19. Budovsky, A., Yarmolinsky, L., and Ben-Shabat, S. 

(2015) Effect of medicinal plants on wound healing, 

Wound Repair Regen., 23, 171-183, doi:  10.1111/

wrr.12274.

 20. Alamgir, A. N. M. (2018) Therapeutic Use of Medicinal 
Plants and Their Extracts: Volume 2. Phytochemistry 
and Bioactive Compounds, Springer Cham, doi: 

10.1007/978-3-319-92387-1.

 21. Addis, R., Cruciani, S., Santaniello, S., Bellu, E., 

Sarais, G., Ventura, C., Maioli, M., and Pintore, G. 

(2020) Fibroblast proliferation and migration in 

wound healing by phytochemicals: evidence for a novel 

synergic outcome, Int.  J. Med. Sci., 17, 1030-1042, 

doi: 10.7150/ijms.43986.

 22. Sharma, A., Khanna, S., Kaur, G., and Singh, I. 

(2021) Medicinal plants and their components for 

wound healing applications, Futur.  J. Pharm. Sci., 7, 

53, doi: 10.1186/s43094-021-00202-w.

 23. Kasamatsu, A., Iyoda, M., Usukura, K., Sakamoto, Y., 

Ogawara, K., Shiiba, M., Tanzawa, H., and Uzawa, K. 

(2012) Gibberellic acid induces α-amylase expression 

in adipose-derived stem cells, Int.  J. Mol. Med., 30, 

243-247, doi: 10.3892/ijmm.2012.1007.

 24. Vildanova, M., Vishnyakova, P., Saidova, A., 

Konduktorova, V., Onishchenko, G., and Smirnova, E. 

(2021) Gibberellic acid initiates ER stress and 

activation of differentiation in cultured human 

immortalized keratinocytes HaCaT and epidermoid 

carcinoma cells A431, Pharmaceutics, 13, 1813, 

doi: 10.3390/pharmaceutics13111813.

 25. Bruzzone, S., Bodrato, N., Usai, C., Guida, L., 

Moreschi, I., Nano, R., Antonioli, B., Fruscione, F., 

Magnone, M., Scarfì, S., De Flora, A., and Zocchi, E. 

(2008) Abscisic acid is an endogenous stimulator of 

insulin release from human pancreatic islets with cyclic 

ADP ribose as second messenger, J. Biol. Chem., 283, 

32188-32197, doi: 10.1074/jbc.M802603200.

 26. Bruzzone, S., Magnone, M., Mannino, E., Sociali, G., 

Sturla, L., Fresia, C., Booz, V., Emionite, L., De 

Flora, A., and Zocchi, E. (2015) Abscisic acid 

stimulates glucagon-like peptide-1 secretion from 

L-cells and its oral administration increases plasma 

glucagon-like peptide-1 levels in rats, PLoS One, 10, 

e0140588, doi: 10.1371/journal.pone.0140588.

 27. Bruzzone, S., Battaglia, F., Mannino, E., Parodi, A., 

Fruscione, F., Basile, G., Salis, A., Sturla, L., 

Negrini, S., Kalli, F., Stringara, S., Filaci, G., 

Zocchi, E., and Fenoglio, D. (2012) Abscisic acid 

ameliorates the systemic sclerosis fibroblast phenotype 

in vitro, Biochem. Biophys. Res. Commun., 422, 70-74, 

doi: 10.1016/j.bbrc.2012.04.107.

 28. Zhang, W., Chen, D.-Q., Qi, F., Wang, J., Xiao, 

W.-Y., and Zhu, W. Z. (2010) Inhibition of calcium–

calmodulin-dependent kinase ii suppresses cardiac 

fibroblast proliferation and extracellular matrix 

secretion, J.  Cardiovasc. Pharmacol., 55, 96-105, 

doi: 10.1097/FJC.0b013e3181c9548b.

 29. Матвеева Д. К., Андреева Е. Р., Буравкова Л. Б. 

(2019) Выбор оптимального протокола получения 

децеллюляризованного внеклеточного маткрикса 

мезенхимальных стромальных клеток из жировой 

ткани человека, Вестн. Моск. Унив., 74, 294-300.

 30. Basalova, N., Sagaradze, G., Arbatskiy, M., Evtu-

shenko, E., Kulebyakin, K., Grigorieva, O., Akopyan, Z., 

Kalinina, N., and Efimenko, A. (2020) Secretome of 

mesenchymal stromal cells prevents myofibroblasts 

differentiation by transferring fibrosis-associated 

microRNAs within extracellular vesicles, Cells, 9, 

1272, doi: 10.3390/cells9051272.

 31. Zhivodernikov, I. V., Ratushnyy, A. Yu., Matveeva, 

D.  K., and Buravkova, L.  B. (2020) Extracellular 

matrix proteins and transcription of matrix-associated 

genes in mesenchymal stromal cells during modeling 

of the effects of microgravity, Bull. Exp. Biol. Med., 

170, 230-232, doi: 10.1007/s10517-020-05040-z.

 32. Grigorieva, O. A., Vigovskiy, M. A., Dyachkova, 

U. D., Basalova, N. A., Aleksandrushkina, N. A., 



ФИТОГОРМОНЫ И ДИФФЕРЕНЦИРОВОЧНЫЙ СТАТУС ФИБРОБЛАСТОВ 1009

БИОХИМИЯ том 88 вып. 6 2023

Kulebyakina, M. A., Zaitsev, I. L., Popov, V. S., and 

Efimenko, A.  Y. (2021) Mechanisms of endothelial-

to-mesenchymal transition induction by extracellular 

matrix components in pulmonary fibrosis, Bull. 
Exp. Biol. Med., 171, 523-531, doi:  10.1007/s10517-

021-05264-7.

 33. Yang, M. C., O’Connor, A. J., Kalionis, B., and 

Heath, D.  E. (2022) Improvement of mesenchymal 

stromal cell proliferation and differentiation via 

decellularized extracellular matrix on substrates with a 

range of surface chemistries, Front. Med. Technol., 4, 

834123, doi: 10.3389/fmedt.2022.834123.

 34. Vandesompele, J., De Preter, K., Pattyn, F., Poppe, B., 

Van Roy, N., De Paepe, A., and Speleman, F. (2002) 

Accurate normalization of real-time quantitative RT-

PCR data by geometric averaging of multiple internal 

control genes, Genome Biol., 3, RESEARCH0034, 

doi: 10.1186/gb-2002-3-7-research0034.

 35. Турищева E. П., Вильданова М. С., Поташникова 

Д. М., Смирнова Е.  А. (2020) Различная реакция 

биосинтетической системы дермальных фибро-

бластов и клеток фибросаркомы человека на дей-

ствие растительных гормонов, Цитология, 62, 566-

580, doi: 10.31857/S0041377120080088.

 36. Kendall, R. T., and Feghali-Bostwick, C.  A. (2014) 

Fibroblasts in fibrosis: novel roles and mediators, Front. 
Pharmacol., 5, 123, doi: 10.3389/fphar.2014.00123.

 37. Bonnans, C., Chou, J., and Werb, Z. (2014) Re-

modelling the extracellular matrix in development 

and disease, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 15, 786-801, 

doi: 10.1038/nrm3904.

 38. Vega-Avila, E., and Pugsley, M. K. (2011) An overview 

of colorimetric assay methods used to assess survival 

or proliferation of mammalian cells, Proc. West. 
Pharmacol. Soc., 54, 10-14.

 39. Sicari, D., Delaunay‐Moisan, A., Combettes, L., 

Chevet,  E., and Igbaria,  A. (2020) A  guide to 

assessing endoplasmic reticulum homeostasis and 

stress in mammalian systems, FEBS  J., 287, 27-42, 

doi: 10.1111/febs.15107.

 40. Hetz, C. (2012) The unfolded protein response: 

controlling cell fate decisions under ER stress 

and beyond, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 13, 89-102, 

doi: 10.1038/nrm3270.

 41. Albacete-Albacete, L., Sanchez-Alvarez, M., and Del 

Pozo, M. A. (2021) Extracellular vesicles: an emerging 

mechanism governing the secretion and biological 

roles of tenascin-C, Front. Immunol., 12, 671485, 

doi: 10.3389/fimmu.2021.671485.

 42. Chen, X., Ding, C., Liu, W., Liu, X., Zhao, Y., 

Zheng, Y., Dong, L., Khatoon, S., Hao, M., Peng, X., 

Zhang, Y., and Chen, H. (2021) Abscisic acid 

ameliorates oxidative stress, inf lammation, and 

apoptosis in thioacetamide-induced hepatic fibrosis 

by regulating the NF-kB signaling pathway in mice, 

Eur.  J. Pharmacol., 891, 173652, doi:  10.1016/

j.ejphar.2020.173652.

 43. Song, M., Peng, H., Guo, W., Luo, M., Duan,  W., 

Chen,  P., and Zhou, Y. (2019) Cigarette smoke ex-

tract promotes human lung myofibroblast differ-

entiation by the induction of endoplasmic reticu-

lum stress, Respiration, 98, 347-356, doi:  10.1159/

000502099.

 44. Huang, W., Gu, H., Zhan, Z., Wang, R., Song, L., 

Zhang, Y., Zhang, Y., Li, S., Li, J., Zang, Y., Li, Y., 

and Qian, B. (2021) The  plant hormone abscisic 

acid stimulates megakaryocyte differentiation 

from human iPSCs in  vitro, Platelets, 33, 462-470, 

doi: 10.1080/09537104.2021.1944616.

 45. Kovuru, N., Raghuwanshi, S., Sharma, D. S., 

Dahariya, S., Pallepati, A., and Gutti, R.  K. (2020) 

Endoplasmic reticulum stress induced apoptosis and 

caspase activation is mediated through mitochondria 

during megakaryocyte differentiation, Mitochondrion, 

50, 115-120, doi: 10.1016/j.mito.2019.10.009.

 46. Tai, Y., Woods, E. L., Dally, J., Kong, D., Steadman, R., 

Moseley, R., and Midgley, A.  C. (2021) Myofibro-

blasts: function, formation, and scope of molecular 

therapies for skin fibrosis, Biomolecules, 11, 1095, 

doi: 10.3390/biom11081095.

PHYTOHORMONES AFFECT THE DIFFERENTIATION 
OF HUMAN DERMAL FIBROBLASTS VIA UPR ACTIVATION

E. P. Turishcheva1*, M. S. Vildanova1, P. A. Vishnyakova2,3, D. K. Matveeva4, 
A. A. Saidova1, G. E. Onishchenko1, and E. A. Smirnova1

1 Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
119991 Moscow, Russia; e mail: kitten-caterina@yandex.ru

2 National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology 
Named after Academician V. I. Kulakov of Ministry of Healthcare of Russian Federation, 

117997 Moscow, Russia
3 Peoples’ Friendship University of Russia, 117198 Moscow, Russia

4 Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, 123007 Moscow, Russia



ТУРИЩЕВА и др.1010

БИОХИМИЯ том 88 вып. 6 2023

Normalization of secretory activity and the level of differentiation of mesenchymal cells, including fibro-
blasts, is the important biomedical problem. One of the plausible solutions to this problem is to affect the 
unfolded protein response (UPR) signaling cascade, which is activated during fibroblast differentiation. In 
the present study, the effect of phytohormones on the secretory activity and differentiation of cultured hu-
man dermal fibroblasts was investigated. By analyzing the expression level of genes encoding UPR markers 
in these cells, we found that phytohormone abscisic acid (ABA) upregulated the expression of GRP78 and 
ATF4 genes, while phytohormone gibberellic acid (GA) upregulated the expression of CHOP. Evaluation 
of the biosynthetic activity of fibroblasts showed that ABA elevated the level of secretion and synthesis of 
procollagen I and the level of fibronectin synthesis, as well as total production of collagen and non-colla-
gen proteins of extracellular matrix. ABA also stimulated the synthesis of smooth muscle actin α (α-SMA) 
and increased the number of myofibroblasts in cell population. On the contrary, GA increased the level of 
fibronectin secretion, but decreased the level of procollagen I synthesis, and reduced the total production 
of collagen proteins of extracellular matrix. Concomitantly, in these conditions we observed the decreased 
level of α-SMA synthesis and the number of myofibroblasts in the cell population. Our results suggest that 
phytohormones are the modulators of the biosynthetic activity of fibroblasts and affect their differentiation 
status.

Keywords: abscisic acid, gibberellic acid, fibroblasts, myofibroblasts, wound healing, fibrosis, differentiation, smooth 
muscle actin
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Онколитическая виротерапия представляет собой альтернативный подход к лечению онкологиче-
ских заболеваний, основанный на использовании вирусов, избирательно инфицирующих и уни-
чтожающих опухолевые клетки. Вирус осповакцины (VV, vaccinia virus) является членом семей-
ства оболочечных вирусов Poxviridae, содержащих крупный геном, представленный двуцепочечной 
линейной молекулой ДНК. Подтверждённая многолетним клиническим применением безопас-
ность штаммов VV и широкие возможности для генно-инженерной модификации вируса делают 
его отличной платформой для создания рекомбинантных онколитических вирусов с улучшенной 
избирательностью действия и повышенной терапевтической эффективностью в отношении зло-
качественных заболеваний. Вирус может быть «вооружён» вставкой в геном последовательностей 
проапоптотических молекул, усиливающих прямое цитопатическое действие вируса на опухоль, 
факторами, усиливающими онкоселективность, или иммуномодулирующими белками, экспрессия 
которых в инфицированных опухолевых клетках активирует иммунную систему организма-хозяи-
на и повышает перекрестное распознавание опухолевых неоантигенов T-клетками или NK-клет-
ками. В настоящем обзоре мы суммировали биоинженерные подходы, направленные на создание 
рекомбинантных штаммов VV с усиленным иммунотерапевтическим действием.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирус осповакцины, онколитические вирусы, рекомбинантные вирусы, иммуно-
супрессия, иммуномодуляция, цитокины.

DOI: 10.31857/S0320972523060106, EDN: EFRIKQ

Принятые сокращения: CTL – цитотоксический Т-лимфоцит; CTLA-4 – гликопротеин цитотоксических T-лимфо-
цитов 4; EEV – внеклеточный оболочечный вирус; GM-CSF – гранулоцитарный-макрофагальный колониестимули-
рующий фактор; DC – dendritic cells, дендритные клетки; ITIM – ингибирующий мотив на основе остатка тирозина 
иммунорецептора; IFN – интерферон; IL – интерлейкин; MAPK – митоген-активируемая протеинкиназа; MLKL – 
подобная киназному домену смешанного происхождения псевдокиназа; MUC1 – муцин 1; MVA – модифицированный 
вирус осповакцины Анкара; NF-κB – ядерный фактор каппа В; NK – естественный киллер; PD-1 – белок запрограм-
мированной гибели-1; PD-L1  – лиганд  1 запрограммированной гибели; Th1/2  – Т-хелпер  1/2; TIGIT  – T-клеточ-
ный иммунорецептор с доменами Ig и ITIM; TK – тимидинкиназа; TME – микроокружение опухоли; TNF – фактор 
некроза опухоли; Treg – регуляторные Т-клетки; VGF – вирусный ростовой фактор; VV – вирус осповакцины; VEGF – 
эндотелиальный фактор роста сосудов.

* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Вирус осповакцины (VV, vaccinia virus) яв-
ляется членом семейства Poxviridae. Он содер-
жит линейную двуцепочечную ДНК длиной 
около 190  тыс. пар оснований, кодирующую 

почти 200  генов. Так же, как и у других чле-
нов семейства Poxviridae, центральный сегмент 
генома VV содержит консервативные участки, 
кодирующие белки, необходимые для репли-
кации вируса, и концевые неконсервативные 
участки, кодирующие белки, обеспечивающие 
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распознавание и проникновение вируса в 
клетку-хозяина  [1]. Определены две инфек-
ционные формы VV: это внеклеточный обо-
лочечный вирус (EEV, extracellular enveloped 
virus) и внутриклеточный зрелый вирус (IMV, 
intracellular mature virus), которые различа-
ются по способности связываться с поверх-
ностью клетки [2]. В 1922 г. Levaditi et al. пока-
зали, что VV может замедлять рост опухоли у 
мышей, что было первой демонстрацией онко-
литического эффекта этого вируса в лаборатор-
ных условиях [3]. Впоследствии было показано, 
что VV избирательно инфицирует и разрушает 
опухолевые клетки в клеточных культурах и 
на животных моделях  [4]. С  1980-х гг. реком-
бинантные штаммы VV и другие поксвирусы 
используются в качестве векторов в протоко-
лах иммунизации при лечении инфекционных 
заболеваний и злокачественных новообра-
зований. Векторы VV были широко исследо-
ваны в клинических испытаниях, что позво-
ляет рассматривать их как, пожалуй, самую 
безопасную платформу для создания новых 
рекомбинантных онколитических штаммов 
для адъювантной и неоадъювантной иммуно-
терапии [5].

Несколько свойств VV делают его перспек-
тивным агентом для онколитической вирус-
ной терапии. Во-первых, VV был разработан 
в рамках программы Всемирной организа-
ции здравоохранения (ВОЗ) по искоренению 
оспы в качестве живой вакцины, которой 
было вакцинировано 200  миллионов человек, 
что подтвердило безопасность этого вируса 
как онколитического агента и вектора для 
доставки генов  [6]. Даже при возникнове-
нии экстренных ситуаций при инфекции VV 
широко доступны антитела к этому вирусу и 
противовирусные препараты  [7]. Во-вторых, 
VV обладает большим пластичным геномом, 
что позволяет включать в него протяжённые 
последовательности ДНК без существенного 
снижения эффективности репликации виру-
са  [8]. В-третьих, репликация вируса в цито-
плазме снижает риск интеграции вирусной 
ДНК в геном организма-хозяина. Геном ДНК-
содержащего вируса VV определяет его боль-
шую генетическую стабильность в сравнении 
с РНК-содержащими вирусами  [9]. Наконец, 
VV обладает тропизмом к опухолевым клеткам 
и одновременно может успешно избегать им-
мунного ответа организма-хозяина [10]. Все эти 
природные свойства делают его не только са-
мой безопасной, но и очень перспективной 
платформой для иммунотерапии онкологиче-
ских заболеваний. Повышенная экспрессия в 
опухолевых клетках таких факторов, как анти-

апоптотические белки, ферменты репарации 
ДНК и рибонуклеотидредуктаза, делает их 
устойчивыми к химиотерапии, в то время как 
штаммы VV могут целенаправленно воздей-
ствовать на такие резистентные клетки [11].

Для разработки рекомбинантных вариан-
тов VV с повышенной онколитической актив-
ностью были использованы различные генно- 
инженерные подходы. Например, рекомбинант-
ный VV с делецией гена тимидинкиназы (TK, 
thymi dine kinase), участвующей в синтезе ге-
номных ДНК, повышает избирательность VV 
в отношении опухолей, делая возможной ре-
пликацию этого вируса только в быстро про-
лиферирующих опухолевых клетках, богатых 
нуклеотидами  [4]. Также модификации генов, 
обеспечивающие уклонение VV от иммунного 
ответа, могут усиливать онколитическое дей-
ствие и ответ иммунной системы для достиже-
ния длительных ремиссий  [12], а экспрессия 
опухолевых антигенов или иммуномодулирую-
щих молекул может повышать онколитические 
свойства VV  [13]. В настоящем обзоре при-
ведены данные о генно-инженерных подходах 
к созданию рекомбинантных штаммов VV для 
использования в иммуновиротерапии.

VV И ИММУННАЯ СИСТЕМА

VV использует ряд механизмов, чтобы из-
бежать действия противовирусного иммунного 
ответа организма-хозяина и эффективно ин-
фицировать опухолевые клетки без риска быть 
инактивированным  [14] (рисунок). На  основе 
данных о взаимодействии VV с некоторыми 
отдельными иммунными механизмами были 
получены различные рекомбинантные VV для 
запуска системного противоопухолевого им-
мунного ответа.

NK-Клетки (Natural killer, естественные кил-
леры). NK-Клетки – это клетки системы врож-
дённого иммунитета, играющие роль первой 
линии защиты организма-хозяина от вирусов. 
NK-Клетки также имеют важное значение в 
иммунном надзоре за опухолевыми клетками 
и способны их эффективно уничтожать  [15]. 
Перед тем как цитотоксические Т-лимфоциты 
(CTLs, cytotoxic T lymphocytes) запустят инак-
тивацию вируса, инфекция VV усиливает ми-
грацию NK-клеток в опухоль, запускает синтез 
интерферонов (IFNs, interferons), цитокинов, а 
также модулирует активность основного ком-
плекса гистосовместимости класса  I (MHC  I, 
сlass I major histocompatibility complex) [16]. Ко-
дируемый VV гемагглютинин (белок A56) был 
идентифицирован как активирующий лиганд 
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Иллюстрация взаимодействий онколитического VV с иммунной системой, приводящих к стимуляции иммунной си-
стемы и цитолизу раковых клеток

рецепторов NKp30 и NKp46 NK-клеток, свя-
зывание A56 c этими рецепторами модулиру-
ет их активность и способствует приданию 
NK-клеткам цитотоксичных свойств  [16,  17]. 
Из вирусных белков VV на сегодняшний день 
только A56 определён как прямой модулятор 
NK-клеток в VV, хотя делеция ряда других бел-
ков, таких как N1, F3 и C12, также вызывала 
изменения ответа NK-клеток на VV-инфек-
цию [18].

Помимо собственных белков VV, возмож но 
включение в геном последовательностей экзо-
генных иммуномодулирующих агентов, акти-
вирующих NK-клетки и усиливающих их миг-
рацию в опухоль. Так, был создан рекомби-
нантный вариант VV, экспрессирующий хемо-
такcический цитокин CCL5, который привле-
кал NK-клетки в микроокружение инфици-
рованной опухоли (TME, Tumor microenvi-
ronment)  [19], а рекомбинантный VV, экспрес-
сирующий интерлейкин-2 (IL-2), усиливал 
инфильтрацию NK-клеток в опухоли [20].

Система комплемента. Система компле-
мента разрушает инфицированные вируса-
ми клетки и усиливает фагоцитоз вирионов. 

VV экспрессирует секретируемый белок VCP 
(vaccinia complement protein), сходный с бел-
ками контроля комплемента. Этот белок явля-
ется фактором вирулентности, необходимым 
для преодоления системы комплемента. VCP 
связывается с белками C3b и C4b системы 
комплемента и способствует их расщеплению, 
вызывая нарушение работы каскада фермен-
тов системы комплемента [21]. Было показано, 
что VCP связывается с гемагглютинином (бе-
лок A56), экспонированным на поверхности 
инфицированных клеток, помогая EEV-части-
цам VV противодействовать системе компле-
мента  [22]. Другой защитный механизм VV 
заключается в привлечении белков организ-
ма-хозяина, контролирующих работу системы 
комплемента, таких как CD46, CD55 и CD59. 
В частности, CD55 помогает EEV избежать 
разрушения системой комплемента, и это объ-
ясняет, почему EEV является более устойчи-
вой формой вируса по сравнению с IMV  [23]. 
Таким образом, использование EEV-формы 
VV широко распространено в схемах вироте-
рапии для предотвращения элиминации виру-
са системой комплемента [24].
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Интерфероны (IFNs). IFNs I, II и III  типа 
играют решающую роль в противовирусной 
защите. В ряде работ было показано, что круп-
ные делеции на концевых участках генома VV 
приводят к повышению чувствительности 
вируса к действию IFNs, что позволяет пред-
полагать роль этих участков в кодировании 
белков, противодействующих противовирус-
ной активности IFNs. Чтобы ингибировать 
индукцию IFNs, VV минимизирует продукцию 
или распознавание патоген-ассоциированных 
молекулярных паттернов (PAMPs, Pathogen 
Associated Molecular Patterns) [25]. Кроме того, 
для индукции IFNs необходим фактор тран-
скрипции NF-κB (Nuclear factor kappa B, ядер-
ный фактор каппа  В), а множество внутри-
клеточных белков VV, такие как A46, A49, A52, 
B14, C4 и E3, ингибируют этот фактор тран-
скрипции. Например, белок A46 связывается с 
адапторными молекулами, ассоциированными 
с цитоплазматическими хвостовыми участка-
ми Toll-подобных рецепторов (TLRs, Toll-Like 
Receptors), позволяя белку A46 блокировать 
активацию NF-κB и IFN-b. Белок A52 инги-
бирует активность IL-1 и деактивирует NF-κB, 
связываясь с IL-1-рецептор-ассоциированной 
киназой  2 и фактором  6, ассоциированным с 
рецептором фактора некроза опухоли (TRAF6, 
Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Fac-
tor 6) [26]. Другой пример вмешательства VV в 
интерфероновый ответ связан с экспрессией 
гена B18, который кодирует аналог рецептора 
IFN I типа. Последний секретируется из клет-
ки и препятствует связыванию IFN с рецеп-
тором, тем самым предотвращая его актива-
цию  [27]. В качестве примера реверсии этой 
активности VV против IFN был разработан 
рекомбинантный вариант вируса с удалением 
генов, кодирующих противоинтерфероновые 
белки. Для активации IFN-β в геном VV была 
вставлена кодирующая его последователь-
ность. Онколитическая эффективность этого 
штамма резко возросла, так как IFN-β инги-
бирует пролиферацию раковых клеток, инду-
цирует противоопухолевый иммунный ответ 
и останавливает ангиогенез опухоли. С  дру-
гой стороны, из-за нарушения сигнальных 
путей IFNs в большинстве клеток после зло-
качественной трансформации данный реком-
бинантный штамм может быстро распростра-
няться в опухолевой ткани [28].

Цитокины и хемокины. Цитокины, такие 
как IL-1, IL-15, IL-18 и фактор некроза опу-
холи (TNF, Tumor Necrosis Factor), участвуют 
в развитии адаптивного иммунного ответа на 
вирусную инфекцию. Эволюция VV проис-
ходила таким путём, чтобы сдерживать воз-

действие этих цитокинов, продуцируя раство-
римые рецепторы-приманки, блокирующие 
их протеолитическое созревание или ингиби-
рующие сигналы, вызываемые цитокинами. 
VV может целенаправленно воздействовать на 
IL-1, ингибируя синтез NF-κB и подавляя син-
тез IL-1b [29]. Было показано, что VV ингиби-
рует активность IL-18, блокируя образование 
зрелого белка IL-18 путём подавления белком 
B13 каспазы-1.

Белок C12, секретируемый VV, связывает 
IL-18  [30]. VV продуцирует белки, называе-
мые вирусными рецепторами TNF (vTNFR), 
которые действуют как ложные рецепторы. 
Штамм Lister экспрессирует на клеточной 
поверхности vTNFR, кодируемые вирусными 
генами CrmC и CrmE. Эти белки-приманки 
обладают сходной аминокислотной последо-
вательностью с TNFR, что приводит к сниже-
нию активности TNF  [31]. Инфицирование 
штаммом MVA (Modified Vaccinia Virus Ankara, 
модифицированный вирус осповакцины Ан-
кара) индуцирует экспрессию нескольких про-
тивовирусных хемокинов, таких как CXCL10. 
Чтобы противостоять этому, VV продуци-
рует вирусные хемокин-связывающие белки 
(vCKBP), которые предотвращают связыва-
ние хемокинов со своими специфическими 
рецепторами [32]. Белки В7 и В23 штамма WR 
(Western Reserve) также обладают хемокин-
связывающей активностью  [33]. Распростра-
нённой стратегией онколитической терапии 
с использованием вирусов является усиление 
онколитических свойств VV путём его «воору-
жения» различными цитокинами или хемо-
кинами, такими как GM-CSF (гранулоцитар-
но-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор), IL-2, IL-12 и некоторыми другими, 
экспрессия которых способствует формирова-
нию противоопухолевого иммунитета [34]. Эта 
стратегия будет подробно рассмотрена ниже.

VV можно применять в качестве генети-
ческого вектора для подавления провоспа-
лительных цитокинов и других биологически 
активных молекул, таких как фактор роста 
эндотелия сосудов (VEGF, Vascular endothelial 
growth factor), играющий важную роль в нео-
ангиогенезе опухоли. Блокирование VEGF 
достигалось путем слияния VEGF-рецепто-
ра  1 с Fc-фрагментом IgG-антитела человека 
(VEGFR-1-Ig) или за счёт секреции одно-
цепочечного наноантитела (GLAF-1) против 
VEGF. В обоих случаях нарушалось взаимо-
действие VEGF с рецепторами VEGF эндоте-
лиальных клеток, что приводило к снижению 
плотности кровеносных сосудов в опухоли. 
Снижение степени васкуляризации опухоли 
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сопровождалось более быстрой её регресси-
ей и зависело от дозы введённого вируса  [35]. 
Gholami et  al. разработали антиангиогенный 
VV, экспрессирующий одноцепочечное нано-
антитело против VEGF. Этот вирус продемон-
стрировал шестикратное усиление регрессии 
опухоли в группе мышей с ортотопической мо-
делированной карциномой трипл-негативного 
рака молочной железы, получавших лечение, 
по сравнению с контрольной группой  [36].

РЕКОМБИНАНТНЫЕ ШТАММЫ 
VV С ПОВЫШЕННОЙ 

ОНКОСЕЛЕКТИВНОСТЬЮ

Большинство штаммов VV, одобренных 
для применения в клинике и обладающих по-
вышенной селективностью к опухолям, содер-
жат делецию гена J2R, кодирующего вирусную 
тимидинкиназу (ТК). В нормальных клетках 
экспрессия тимидинкиназы происходит во вре-
мя S-фазы клеточного цикла. Однако в опухо-
левых клетках наблюдается повышенная экс-
прессия этого фермента независимо от фазы 
клеточного цикла. Нарушение экспрессии ТК 
в VV вынуждает вирус полагаться на внутри-
клеточные ТК, что приводит к его преимуще-
ственной репликации в раковых клетках  [37]. 
Нарушение открытой рамки считывания ТК 
удобно проводить с одновременной инсерци-
ей трансгенов в геном VV и дальнейшим отбо-
ром рекомбинантных вариантов на клетках с 
делецией ТК, обработанных бромдезоксиури-
дином. Hung et  al. показали, что нарушение 
гена тимидинкиназы путём встраивания гена 
люциферазы в геном VV приводит к избира-
тельному заражению клеток рака яичников 
человека и мыши in  vitro и in  vivo, что вызы-
вает гибель опухолевых клеток и регрессию 
опухоли  [38]. Два наиболее хорошо изучен-
ных штамма VV, а именно Pexa-Vec (JX-594) 
и  GL-ONC1, широко используемые в клини-
ческих испытаниях, характеризуются делеци-
ей TК [39, 40].

Всесторонние исследования биологии VV 
выявили дополнительные факторы, повышаю-
щие его опухолевую селективность. В част-
ности, фактор роста VV (VGF, vaccinia growth 
factor) является вирусным аналогом клеточ-
ного эпидермального фактора роста (EGF, 
epidermal growth factor)  [41]. VGF представ-
ляет собой секретируемый белок, продуцируе-
мый на ранних стадиях вирусной инфекции. 
При инфицировании клеток вирусом VV этот 
белок индуцирует митогены для праймиро-
вания соседних неинфицированных клеток. 

Он в значительной мере способствует репли-
кации вируса за счёт активации сигнального 
пути митоген-активируемой протеинкиназы 
(MAPK), зависимой от рецептора EGF. Уро-
вень экспрессии EGF практически во всех 
опухолевых клетках намного превышает тако-
вой в нормальных клетках. Делеция VGF в 
некоторой степени снижает репликацию ви-
руса, однако повышает его специфичность к 
опухолевым клеткам [42]. Ещё один вирусный 
белок, O1, помогает поддерживать MAPK-
зависимую передачу сигналов, инициирован-
ную VGF. Предполагается, что белок О1 отве-
чает за остаточную вирусную патогенность, 
наблюдаемую у мышей, инфицированных VV 
с делецией VGF  [43]. Поэтому ожидается, что 
MAPK-зависимый рекомбинантный VV с де-
лециями VGF и O1 будет существенно ослаб-
лен в нормальных клетках и сможет эффектив-
но реплицироваться в опухолевых клетках с 
повышенной активностью MAPK-зависимого 
сигнального пути [44].

Опухоли с активированными MAPK-зави-
симыми сигнальными путями являются под-
ходящими мишенями для сильно ослаблен-
ных штаммов VV. Например, аденокарцино-
ма протоков поджелудочной железы (PDAC, 
pancreatic ductal adenocarcinoma), один из наи-
более агрессивных видов рака, обычно ха-
рактеризуется мутацией в четырёх значимых 
генах, связанных с MAPK-зависимым путём: 
KRAS, TP53, CDKN2A и SMAD4  [45]. Консти-
тутивно активированный KRAS увеличивает 
эндогенную экспрессию вышестоящего рецеп-
тора эпидермального фактора роста (EGFR, 
epidermal growth factor receptor) и запускает пе-
редачу сигналов нижестоящего MAPK-пути [46], 
что делает его идеальной мишенью для MAPK-
зависимых VV. В частности, для лечения PDAC 
был разработан MAPK-зависимый рекомбинан т-
ный VV, несущий суицидальный ген дрожжевой 
цитозиндезаминазы. С помощью цитозинде-
заминазы и урацилфосфорибозилтрансферазы 
нетоксичный 5-фторцитозин превращается в 
высокотоксичный 5-фторурацилмонофосфат, 
который, в свою очередь, образует 5-фторде-
зоксиуридинмонофосфат, являющийся конку-
рентным ингибитором тимидинсинтетазы, 
блокирующим синтез ДНК  [47]. Системное 
введение этого MAPK-зависимого VV пока-
зало высокую терапевтическую эффектив-
ность in  vivo на мышиных моделях, что дела-
ет его перспективным агентом для терапии 
PDAC [48].

Другим методом достижения надёжной 
избирательности VV в отношении опухоле-
вых клеток является делеция генов Spi-2/Spi-1. 
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Это заменимые иммуномодулирующие гены 
VV с антиапоптотическими и противовоспа-
лительными свойствами. Они обладают сход-
ной аминокислотной последовательностью с 
серпинами (ингибиторы сериновых протеаз), 
противодействующими функционированию раз-
личных каспаз организма-хозяина. Делеция 
генов Spi-2/Spi-1 из генома VV делает вирус 
ослабленным в нормальных клетках, в то вре-
мя как в раковых клетках он поддерживает 
репликацию и действует как мощный онко-
литический агент  [49, 50]. Legrand et  al. пока-
зали, что делеция Spi-2/Spi-1, сопровождаю-
щаяся экспрессией вирусного IFN-γ, улучшает 
индукцию иммунного ответа на введение VV и 
предотвращает репликацию вируса в нормаль-
ных тканях, что делает такой вектор безопас-
ным и эффективным [51].

УСИЛЕННЫЕ ОНКОЛИТИЧЕСКИЕ 
РЕКОМБИНАНТНЫЕ ШТАММЫ VV, 
ЭКСПРЕССИРУЮЩИЕ ЦИТОКИНЫ

Опухолевое микроокружение (TME) наи-
более злокачественных опухолей характеризу-
ется высокой активностью иммуносупрессив-
ных факторов и отсутствием стимулирующих 
молекул, опухоль-специфических цитотокси-
ческих иммунных клеток и воспалительной 
клеточной инфильтрации [52]. Реверсия этого 
иммуносупрессивного TME в настоящее вре-
мя является одной из основных задач иммуно-
терапии опухолей. Репликация онколитиче-
ского вируса в опухолевой ткани сама по себе 
приводит к мощному воспалению в TME, вы-
зывая иммунный ответ. Предполагается, что 
если при этом использовать рекомбинантный 
штамм, экспрессирующий провоспалительные 
цитокины, это ещё в большей степени будет 
стимулировать иммунную систему организма-
хозяина к эффективному уничтожению опухо-
левых клеток [53] (табл. 1).

IL-2. Интерлейкин-2 является мощным 
цитокином, который способен активировать 
Т-клетки и расширять их функции, активируя 
противоопухолевый иммунитет. IL-2 содержит 
гликозилфосфатидилинозитоловый якорь с пеп-
тидным линкером, презентирующий функ-
циональный IL-2 на поверхности опухолевых 
клеток  [54]. Liu et  al. описали опухоль-селек-
тивный рекомбинантный VV (vvDD-IL-2-RG), 
вызывающий экспрессию мембраносвязанно-
го IL-2 в инфицированных опухолевых клет-
ках, и показали усиленный онколитический 
эффект такого рекомбинантного VV на мо-
дели рака толстого кишечника у мышей  [55]. 

Помимо воспалительных реакций и высво-
бождения неоантигенов в результате репли-
кации этого вируса в TME, повышение IL-2 
увеличивало инфильтрацию опухоль-специфи-
ческими Т-клетками, ограничивая при этом 
опасные для жизни побочные эффекты, свя-
занные с системным введением интерлейки-
нов. Scholl et  al. описали аттенуированный 
рекомбинантный штамм VV TG1031, экспрес-
сирующий одновременно человеческий IL-2 и 
эпителиальный мембранный антиген муцин  1 
(MUC1). Показана повышенная экспрессия 
MUC1 в большинстве опухолей молочной 
железы, в связи с чем этот белок представляет 
собой потенциальную мишень для иммуноте-
рапии. У пациентов с рецидивирующим раком 
молочной железы вакцинация этим вирусом 
стимулировала иммунную систему и приводи-
ла к регрессии опухолей [56].

IL-10. Интерлейкин-10 был впервые опи-
сан как фактор, продуцируемый Th2-клетка ми 
(Т-хелперные клетки), ингибирующий про-
дукцию цитокина Th1. Это мощный ингиби -
тор противовирусного ответа с участием Т-кле-
ток, предотвращающий активацию дендрит-
ных клеток (DC, dendritic cells) воспалительно-
го пути CD4+ Th1. Исторически IL-10 считался 
иммунодепрессивным цитокином, усиливаю-
щим ускользание опухолевых клеток из-под 
контроля иммунной системы  [57]. Недавние 
исследования показывают, что IL-10 играет 
ключевую роль в установлении персистенции 
вируса in vivo [58]. Оказалось, что этот цитокин 
обладает иммуностимулирующими и противо-
опухолевыми свойствами, включая актива-
цию NK-клеток, ингибирование ангиогенеза, 
усиление инфильтрации макрофагов и пред-
отвращение метастазирования  [59]. В много-
численных доклинических и клинических ис-
пытаниях была показана безопасность приме-
нения IL-10 при лечении таких заболеваний, 
как хронический гепатит С, псориаз и болезнь 
Крона, что делает его потенциально безопас-
ным инструментом для терапии рака  [60]. 
Сообщалось, что IL-10 улучшает терапевти-
ческую эффективность агентов на основе VV 
в отношении опухолевых клеток мышей. Это 
связано с его способностью усиливать проли-
ферацию Т-клеток и его ролью в качестве хе-
мотаксического агента для CD8+ Т-клеток [61].

Chard et  al. получили реплицирующийся 
VV с удалённым геном ТК (штамм Lister), снаб-
жённый мышиным IL-10 (VVLΔTK-IL-10). 
Они протестировали его подкожное введе-
ние на модели рака поджелудочной железы 
у трансгенных мышей. VVLΔTK-IL-10 про-
демонстрировал более выраженную противо-
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опухолевую активность по сравнению с VV 
без IL-10 (VVLΔTK), приводящую к практи-
чески полной регрессии опухоли, значитель-
ному увеличению продолжительности жизни 
и выработке длительного противоопухолевого 
иммунитета  [62,  63]. Авторы утверждают, что 
гипоксия, связанная с агрессивным и рези-
стентным к лечению фенотипом протоковой 
аденокарциномы поджелудочной железы, не 
приводила к ингибированию этого онколити-
ческого VV и может даже усиливать его актив-
ность [63].

IL-12. Интерлейкин-12 привлёк большое 
внимание в области иммунотерапии благо-
даря своей важной роли в иммунной системе 
и противоопухолевой активности. В основ-
ном IL-12 секретируется моноцитами и макро-
фагами. Он активирует клеточный иммунитет 
за счёт повышения цитолитической актив-
ности NK-клеток, усиления специфических 
цитотоксических Т-клеточных ответов и отве-
тов аллореактивных лимфоцитов  [64]. Кроме 
того, IL-12 индуцирует продукцию IFN лим-
фоцитами периферической крови и способ-
ствует дифференцировке Т-клеток в клетки 
Th1, которые, в свою очередь, активируют 
клеточно-опосредованный иммунитет  [65]. 
Широко исследована противоопухолевая ак-
тивность мышиного IL-12 (mIL-12). Систем-
ное введение рекомбинантного белка mIL-12 
(rmIL-12) вызывает дозозависимое уменьше-
ние метастазов меланомы B16 F10 и аденокар-
циномы толстой кишки MC-38 [66]. Регрессия 
опухоли и повышение выживаемости мышей 
наблюдались после локальной перитумораль-
ной инъекции mIL-12 в ксенотрансплантаты 
карциномы яичника. Даже через месяц по-
сле образования опухоли, когда её диаметр 
составлял более 1,5  см, введение этого белка 
приводило к полной регрессии опухоли  [67]. 
У мышей, которым делали инъекции клеток 
меланомы BL-6, смешанных с секретирую-
щими белок mIL-12 фибробластами NIH3T3, 
наблюдалась значительная задержка разви-
тия опухоли. У мышей, иммунизированных 
облучёнными опухолевыми клетками BL-6, 
смешанными с теми же фибробластами, на-
блюдалась значительная задержка появления 
пальпируемой опухоли после повторного зара-
жения родительскими онкогенными клетками 
BL-6, что позволяет предположить, что IL-12 
может вызвать специфический противоопухо-
левый иммунитет. Meko et al. сконструировали 
рекомбинантный нереплицирующийся штамм 
VV, содержащий кодирующую последователь-
ность mIL-12 в локусе гемагглютинина VV. 
Они показали, что опухолевые клетки, инфи-

цированные этим VV, в течение 3 дней проду-
цировали большое количество биологически 
активного mIL-12. Чтобы вызвать образова-
ние опухоли у мышей, они вводили инфици-
рованные опухолевые клетки с этим рекомби-
нантным вирусом, что значительно замедляло 
появление опухолей и уменьшало их размер 
по сравнению с опухолями мышей, которым 
вводили контрольный VV, не содержащий гена 
mIL-12 [68].

IL-15. Интерлейкин-15 – цитокин, спо-
собствующий выживанию, пролиферации и 
активации NK-клеток, CD8+ Т-клеток и мие-
лоидных DC CD56+. IL-15 может избирательно 
стимулировать CD8+ T-клетки памяти. Несмо-
тря на то что этот цитокин является родствен-
ным IL-2, в адаптивной иммунной системе он 
демонстрирует собственную активность  [69]. 
Многочисленные исследования показывают, 
что IL-15, экспрессируемый в TME, может 
ингибировать рост опухоли путем активации 
Т-клеток  [53,  70,  71]. Одним из уникальных 
свойств IL-15 является то, что его активность 
in  vivo осуществляется через транспрезента-
цию. Это означает, что IL-15 представлен в 
комплексе с α-субъединицей растворимого ре-
цептора IL-15 (IL-15Rα), нацеленном на клет-
ки-мишени, такие как NK-, NKT- (Natural 
Killer T, естественные киллеры Т) и Т-клетки, 
при этом не взаимодействуя напрямую с мем-
браносвязанным рецептором IL-15. На основе 
этой концепции были разработаны агонисты 
IL-15, состоящие из IL-15 с частично или пол-
ностью растворимым IL-15Rα для улучшения 
его активности in  vivo  [72]. Растворимые ком-
плексы IL-15/IL-15Rα существенно повышают 
время полужизни IL-15 и его биодоступность 
in  vivo. Этот гибридный белок может активи-
ровать инфильтрированные в опухоли CD8+ 
T-клетки и способствовать разрушению уже 
образовавшихся опухолей [73]. 

Kowalsky et al. получили высокоспецифич-
ный к опухолям онколитический штамм VV с 
двойной делецией генов TK и VGF, экспрес-
сирующий гибридный мышиный белок IL-15/
IL-15Rα (vvDD-IL15-Rα). Терапия мышей с 
раком яичника ID8 и аденокарциномой тол-
стой кишки MC38 с помощью этого реком-
бинантного VV продемонстрировала его значи-
тельную противоопухолевую активность, уве-
личение продолжительности жизни мышей. 
Кроме того, этот рекомбинантный вирус моду-
лировал TME путём активации как Т-, так и 
NK-клеток [74].

Цитокины с общей g-цепью, в том числе 
IL-15, IL-2, IL-7 и IL-21, вызывают экспрессию 
белка запрограммированной смерти-1 (PD-1, 

9
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Таблица 1. Список рекомбинантных VV, экспрессирующих различные цитокины

Цитокины, 
экспресси-
руемые VV

Варианты VV

Другие 
модификации 
генетического 

материала

Тип рака Результат Ссылки

IL-2

vvDD-IL-2-RG
двойная делеция 
генов TK/VGF

рак толстой 
кишки

регрессия опухолей/
активация опухоле-

специфичных 
Т-клеток 

[55]

TG1031 экспрессия MUC1
рак молочной 

железы

лечение рецидивов 
рака молочной 

железы
[56]

IL-10 VVLΔTK-IL-10 делеция TK

аденокарцинома 
протоков 

поджелудочной 
железы 

инфильтрация 
макрофагов

[63]

элиминация опухолей [62]

IL-12 ivKT0327mIL-12
делеция 

гемагглютинина
меланома

полная 
элиминация опухоли

[68]

IL-15 vvDD-IL15-Rα

двойная делеция 
генов TK/VGF

колоректальная 
карцинома 

рак яичников

инфильтрация 
клеток CD8+

[74]
экспрессия 
гибридного 

белка IL15/IL15-
рецептор α 
в сочетании 

с терапией PD1

регрессия опухолей

IL-21

rTTVΔTK-mIL-21 делеция TK
меланома, 
карцинома 

толстой кишки

активация 
клеток CAR T; 
инфильтрация 

NK-клеток

[77]

VVΔTK-STCΔN1L-mIL-21
делеция TK 
в сочетании 

с PD1-терапией
глиома регрессия опухолей [78]

GM-CSF

rV-GM-CSF делеция TK
карцинома 

толстой кишки
привлечение 

NK-клеток, DC, 
индукция опухоль-
специфичных CTLs

[87]

JX-594 делеция TK и VGF
карцинома 
яичников

[86]

VV-GMCSF-Lact
экспрессия 
лактапина

глиобластома, 
рак молочной 

железы

регрессия опухолей, 
усиленный апоптоз

[88, 92]

programmed death-1) и его лиганда (PD-L1) [75]. 
Совместное применение блокады белка PD-1 
и VV, снабжённого геном IL-15, значительно 
улучшало результаты терапии по сравнению 
с группами, получавшими только анти-PD-1 
или vvDD-IL15-Rα [74].

IL-21. Интерлейкин-21 в основном се-
кретируется активированными CD4+ T-клет-

ками и NKT-клетками и выполняет различ-
ные функции в подавлении опухолей  [76,  77]. 
Внутриопухолевое введение рекомбинантного 
штамма Tian Tan VV, вооружённого мышиным 
IL-21 (rTTVΔTK-mIL-21), приводило к запуску 
системного ответа и значительной регрессии 
меланомы В16. У гуманизированных мышей 
с ксенографтами глиомы, меланомы или рака 
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толстой кишки, VV, экспрессирующий IL-21 
человека, продемонстрировал синергический 
онколитический эффект в сочетании с CAR-T-
клетками или инвариантными NK-клетками. 
Было показано, что рекомбинантный штамм 
Lister с IL21 (VVΔTK-STCΔN1L-mIL-21) в 
комбинации с α-PD1 вызывает полную элими-
нацию глиомы GL261 после инъекции в опу-
холь [78].

GM-CSF. GM-CSF, или колониестимули-
рующий фактор  2, представляет собой моно-
мерный гликопротеиновый цитокин, проду-
цируемый Т-клетками, тучными клетками, 
NK-клетками, эндотелиальными клетками, 
макрофагами и фибробластами. GM-CSF яв-
ляется мощным индуктором специфического 
и длительного противоопухолевого иммуни-
тета, который может привлекать NK-клетки 
и DC и индуцировать опухолеспецифические 
цитотоксичные лимфоциты  [79–85]. JX-594, 
штамм Wyeth, экспрессирующий GM-CSF, 
вызывал положительную динамику и быстро 
продвинулся в клинических испытаниях  [39]. 
Исследования клеточной линии злокаче-
ственной карциномы яичника, устойчивой к 
стандартной химиотерапии и вызывающей ги-
перкальциемию, продемонстрировали её чув-
ствительность к некоторым онколитическим 
вирусам, включая VV JX-594  [86]. Также был 
разработан другой рекомбинантный VV, несу-
щий ген белка GM-CSF (rV-GM-CSF). Инфи-
цирование этим рекомбинантным вирусом 
линии клеток аденокарциномы толстой киш-
ки мыши MC-38 в конечном итоге привело к 
подавлению роста первичной опухоли. Экс-
перименты с деплецией Т-клеток in vivo пока-
зали, что подавление роста опухолевых клеток 
после терапии rV-GM-CSF зависит от инфиль-
трации Т-клеток CD4+ и CD8+ [87]. Хотя даль-
нейшие исследования подтвердили, что инду-
цированный иммунитет является длительным 
и антиген-специфическим, подобный эффект 
не наблюдался при инфицировании опухоле-
вых клеток МС-38 рекомбинантными штам-
мами VV, экспрессирующими IL-2 или IL-6. 
Было показано, что паракринное высвобож-
дение мышиного GM-CSF опухолевыми клет-
ками, инфицированными rV-GM-CSF, улуч-
шает внутреннюю иммуногенность мышиной 
карциномы толстой кишки, приводя к анти-
ген-специфическому Т-клеточному противо-
опухолевому ответу, который останавливает 
образование первичной опухоли при повтор-
ной инокуляции клеток  [87]. Таким образом, 
GM-CSF был описан как высокоэффективный 
вакцинный адъювант, обладающий значитель-
ной противоопухолевой активностью.

Помимо этого, коэкспрессия GM-CSF с 
онкотоксическими молекулами, такими как 
апоптин и лактоферрин, приводит к повыше-
нию онколитической эффективности вирус-
ных штаммов  [88,  89]. Штамм Lister Москов-
ского института вирусных препаратов (LIVP) 
обладает высокой онколитической активно-
стью  [90]. В своей работе Grazhdantseva et  al. 
создали рекомбинантный VV на основе LIVP, 
экспрессирующий GM-CSF человека и проду-
цирующий гликозилированную зрелую форму 
этой молекулы в GM-CSF-зависимых клет-
ках  [91]. Кроме того, для повышения цито-
токсичности этого варианта онкотоксической 
молекулы в геном вируса был вставлен ген 
лактаптина. Лактаптин представляет собой 
полипептид, полученный из грудного молока 
человека, способный индуцировать апоптоз 
в опухолевых клетках. Описанный штамм 
также содержал делецию ТК и VGF. Онко-
литическую эффективность этого реком-
бинантного VV исследовали на мышиной 
модели рака молочной железы, в качестве 
контроля использовался штамм, кодирующий 
только GM-CSF  [88]. Также было показано 
значительное онколитическое действие этого 
вируса на моделях глиобластомы человека. 
Данный штамм исследуется в первой фазе 
клинических испытаний в России [92].

ШТАММЫ VV, 
ЭКСПРЕССИРУЮЩИЕ ГЕНЫ 

ПОВЫШЕННОЙ ИММУНОГЕННОСТИ

Вирусные штаммы семейства поксвирусов 
зарекомендовали себя как эффективные и 
весьма безопасные индукторы Т- и В-клеточ-
ного ответа. Лицензированная вакцина про-
тив оспы третьего поколения, MVA-BN®, 
являющаяся сильно аттенуированным орто-
поксвирусом, демонстрирует превосходный 
профиль безопасности и иммуногенность [93]. 
Однако эффективность виротерапии с помо-
щью VV может сильно снижаться вследствие 
активации иммунного ответа на собственные 
антигены вирусного вектора. Особенно это 
касается VV, поскольку подавляющее боль-
шинство людей старшего поколения были вак-
цинированы VV в рамках программы ликви-
дации оспы [94]. Вирусные векторы на основе 
VV, экспрессирующие различные целевые ан-
тигены, способны стимулировать усиленные 
клеточные и гуморальные иммунные ответы и 
могут быть использованы как для разработки 
вакцин против инфекционных заболеваний, 
так и для иммунотерапии рака [32] (табл. 2).

9*
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Кoстимулирующие молекулы. Одной из 
стратегий повышения иммуногенности являет-
ся экспрессия с помощью VV-векторов белков, 
напрямую стимулирующих Т-клетки. Напри-
мер, костимулирующая молекула B7.1 (CD80) 
представляет собой интегральный мембран-
ный белок, обнаруживаемый на поверхности 
активированных антиген-презентирующих кле-
ток. Когда на поверхности T-клеток проис-
ходит связывание этой молекулы с белком 
CD152 или CD28, это служит костимулирую-
щим сигналом для повышения или снижения 
активности Т-клеток  [95]. Было проведено 
несколько успешных исследований рекомби-
нантных штаммов VV, кодирующих иммунные 
костимулирующие молекулы  [96]. Hodge et  al. 
показали, что терапия двумя штаммами VV, 
один из которых экспрессировал канцеро-
эмбриональный антиген (CEA, carcinoem-
bryonic antigen), а другой – костимулирующую 
молекулу B7.1, вызывала появление оптималь-
ных CEA-специфичных T-клеточных ответов 
и предотвращала возникновение CEA+ кар-
циномы толстой кишки у мышей  [97]. Позд-
нее авторы разработали поксвирусный вектор 
TRICOM, кодирующий три костимулирующие 
молекулы: B7.1, ICAM (intercellular adhesion 
molecule, молекула межклеточной адгезии) и 
LFA-3 (lymphocyte function-associated antigen  3, 
антиген  3, ассоциированный с функцией лим-
фоцитов). Было показано, что этот вектор вы-
зывает усиленную активацию Т-клеток по 
сравнению с клетками, инфицированными 
аналогичным вирусом, кодирующим одну или 
две из этих костимулирующих молекул [98].

Иммуносупрессивное микроокружение опу-
холей вызывает локальную толерантность к 
Т-клеткам за счёт подавления костимулирую-
щих молекул, таких как B7.1 (CD80). Были 
проведены клинические испытания рекомби-
нантного VV, экспрессирующего B7.1, с уча-
стием 12  пациентов с меланомой с использо-
ванием 2  различных доз вирусного препарата 
(фаза I). У всех пациентов наблюдалось повы-
шение уровня антител и Т-клеток. Такое лече-
ние хорошо переносилось, сообщалось лишь о 
случаях небольшого повышения температуры, 
боли в мышцах и утомляемости. У двух паци-
ентов наблюдалась стабилизация, а один па-
циент перенёс вакцинацию без осложнений и 
прожил более 59 месяцев после неё [96].

Другой важной для противоопухолевой ак-
тивности костимулирующей молекулой явля-
ется гликозилированный мембранный белок 
типа  1, называемый 4-1BBL, который связы-
вается с 4-1BB на активированных Т-клетках. 
Белок 4-1BBL, в частности, необходим для про-

лиферации Т-клеток и индукции CD8+ Т-кле-
ток памяти. Онколитический VV, экспрессирую-
щий 4-1BBL (rV-4-1BBL), обладал заметной 
противоопухолевой активностью с увеличени-
ем количества опухолевых антиген-специфич-
ных Т-клеток в TME на модели опухолевых 
ксенографтов у трансгенных мышей [99].

Флагеллин. Как только патогены дости-
гают поверхности слизистых оболочек, они 
сталкиваются с первой линией защиты, пред-
ставленной врождённой иммунной системой. 
Врождённый иммунитет активируется за счёт 
взаимодействия с кодируемыми зародышевой 
линией рецепторами распознавания образов 
(PRR, pattern-recognition receptors), экспрес-
сируемыми на клетках врождённого имму-
нитета посредством уникальных микробных 
компонентов, таких как PAMP, или DAMP 
(damage-associated molecular patterns) – эндо-
генных молекулярных паттернов, связан-
ных с повреждением. Семейства PRR вклю-
чают мембраносвязанные TLR (TLR1, 2, 4, 5, 
6 и 10) и эндосомальные TLR (TLR3, 7, 8, 9, 11, 
12 и 13) рецепторы  [51]. Первоначально сооб-
щалось, что бактериальный белок флагеллин 
связывает и активирует TLR5 на поверхности 
DC, что приводит к миелоидно-зависимому 
высвобождению провоспалительных цитоки-
нов [100]. Позже было установлено, что цито-
зольный флагеллин также может восприни-
маться NOD-подобными рецепторами NAIP5 
и NLRC4, что приводит к образованию ин-
фламмасомы [101].

Флагеллин в настоящее время исследуется 
во многих вакцинах в качестве мощного адъю-
ванта, включая вакцины для слизистых оболо-
чек, используемые отдельно с антигеном или 
вводимые вместе в виде слитых белков  [102]. 
Флагеллин использовался в качестве адъю-
ванта при создании терапевтической вакцины 
против отдельных типов рака и продемонстри-
ровал высокую эффективность на моделях ге-
нитального рака и мышиной меланомы  [103]. 
Помимо индукции врождённых иммунных 
ответов, флагеллин влияет на адаптивный им-
мунитет, индуцируя пролиферацию антиген-
специфических CD4+ Т-клеток и активируя 
гуморальный ответ [104].

Sanos et  al. разработали рекомбинантный 
штамм MVA, кодирующий флагеллин Salmo-
nella typhimurium. Авторы показали, что имму-
низация этим вирусом системно усиливала 
гуморальный и клеточный иммунный ответ 
на участках слизистой оболочки. Он инду-
цировал секрецию IL-1β и TNF-α на слизи-
стых оболочках, что приводило к усилению 
ответа IgA как при бронхоальвеолярном, так и 
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при кишечном лаваже и активации миграции 
CD8+ Т-клеток в мезентериальные лимфати-
ческие узлы [105].

Колоректальный рак является одним из 
самых распространённых и третьим по смерт-
ности злокачественным новообразованием в 
мире  [106]. Несмотря на разработку новых 
таргетных препаратов, общая пятилетняя вы-
живаемость при колоректальном раке состав-
ляет всего 46%  [107]. Рекомбинантный покс-
вирус (на основе штамма вируса Tanapox), 
экспрессирующий флагеллин (кодируемый 
геном fliC Salmonella enterica), вызывал регрес-
сию ксенотрансплантатов колоректальной 
карциномы HCT-116 человека у иммунодефи-
цитных бестимусных мышей  [108]. В этом 
эксперименте рекомбинантные вирусы имели 
делецию гена 2L (кодирует TNF-связывающий 
белок), гена 66R (кодирует тимидинкиназу) 
или обоих генов сразу. Кроме того, штаммы 
экспрессировали мышиный гранулоцитарно-
моноцитарный колониестимулирующий фак-
тор (mGM-CSF), мышиный хемотаксический 
белок  1 (mCCL2/mMCP-1) или бактериаль-
ный флагеллин (FliC). Терапию проводили 
путем внутриопухолевой инъекции одного из 
этих рекомбинантных поксвирусов. Значи-
тельная регрессия наблюдалась в опухолях, в 
которые вводили штамм, экспрессирующий 
флагеллин, с двойной делецией генов 2L и 66R 
(TPV/Δ2L/Δ66R/fliC). Авторы предполагают, 
что этот рекомбинантный вариант может быть 
эффективен и для терапии колоректального 
рака человека [108].

Wang et  al. разработали рекомбинантную 
противоопухолевую вакцину на основе виру-
са осповакцины, экспрессирующую сурвивин 
T34A (SurT24A) и флагеллин (FliC), на базе 
штамма WR VV  [109]. Сурвивин (или Birc-5) 
является членом семейства белков, ингиби-
рующих апоптоз, он может стимулировать 
противоопухолевый цитотоксический Т-кле-
точный ответ [110]. В исследовании были про-
демонстрированы терапевтические эффекты 
SurT34A и показано усиление иммуногенности 
FliC. Их комбинация в конечном итоге приве-
ла к синергическому усилению противоопухо-
левой активности в экспериментах на моделях 
рака желудка [109].

Нашей группой недавно был разработан 
рекомбинантный штамм LIVP VV, кодирую-
щий субъединицу  B флагеллина Vibrio vulnifi-
cus, показавший усиленную регрессию опу-
холи на моделях мышей с меланомой B16. 
Онколитическая терапия этим штаммом повы-
шала уровень TNF-α, GM-CSF, увеличива-
ла количество макрофагов в ТМE и способ-

ствовала лучшему выживанию животных с 
экспериментальными аллографтами мелано-
мы B16 [111].

Блокада иммунных контрольных точек. 
В последние годы одной из активно развиваю-
щихся областей иммунотерапии рака стала раз-
работка ингибиторов иммунных контрольных 
точек. В особенности активно шёл поиск анти-
тел к  PD1  – фактору программируемой кле-
точной смерти, имеющему два лиганда, PD-L1 
и PD-L2, и CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein  4) – гликопротеину цитоток-
сических T-лимфоцитов-4. Сообщалось, что 
экспрессия PD-1 повышается у мышей с депле-
цией CD8+ T-клеток, инфицированных виру-
сом лимфоцитарного хориоменингита, а блока-
да PD-1/PD-L1 способствует активации CD8+ 
Т-клеток и снижает вирусную нагрузку [112].

Был получен рекомбинантный штамм WR 
VV, экспрессирующий антитела к PD-1 чело-
века. Доклинические исследования на мышах 
с моделированным раком молочной железы 
и карциномы лёгкого показали, что такой VV 
повышает экспрессию IFN-γ и активирует опу-
холь-специфические цитотоксические Т-клет-
ки и, таким образом, представляет большой 
интерес для дальнейших клинических испыта-
ний [113].

CTLA-4, также известный как белок CD152, 
экспрессируется в основном регуляторными 
Т-клетками (Treg) и опосредует ослабление 
иммунного ответа, связываясь с белками CD86 
или CD80 на поверхности антиген-презенти-
рующих клеток. Рекомбинантный VV BT-001, 
экспрессирующий рекомбинантный мышиный 
анти-CTLA-4, оказался эффективным проти-
воопухолевым агентом, показавшим хороший 
эффект на животных моделях с имплантиро-
ванными опухолевыми клетками линий C38, 
CT26, A20 и EMT6. Анти-CTLA-4 уменьшал 
иммуносупрессивное действие Treg и, наряду 
с экспрессией GM-CSF, позволил полностью 
элиминировать опухоли у экспериментальных 
животных [114].

Новой мишенью для стратегии ингиби-
рования иммунных контрольных точек явля-
ется TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and 
ITIM domains, Т-клеточный иммунорецептор 
с доменами Ig и ITIM), экспрессия которого 
значительно повышена в опухолевых клетках. 
Иммунорецепторный ингибирующий мотив 
на основе тирозина (ITIM) представляет собой 
консервативную последовательность амино-
кислот, обнаруженную на цитоплазматических 
доменах многих ингибирующих рецепторов 
иммунных клеток, включая Т-клетки. Рецеп-
торы, содержащие ITIM-домен, действуют как 
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Таблица 2. Сведения о модификациях генома VV, направленных на усиление его онколитических свойств

Генетические 
модификации

Описание 
вариантов

Задействованные 
клетки иммунной 

системы

Тип 
злокачественного 
новообразования

Результат Ссылки

Экспрессия 
костимулирующих 

молекул 

TRICOM; 
экспрессия B7.1, 
ICAM и LFA-3

T-клетки меланома

усиленная активация 
Т-клеток, регрессия 

опухолей в фазе I 
клинических 
испытаний 

[96, 98]

rV-4-1BBL; 
экспрессия 4-1BBL

CD8+ Т-клетки карцинома

повышение 
уровня Т-клеток, 

специфичных 
к опухолевым 

антигенам, в TME

[99]

Бактериальный 
флагеллин

rMVA-fla; 
кодирующий 

флагеллин 
из S. typhimurium

CD8+ T-клетки
рак желудочно-

кишечного тракта
IL-1β и TNF-α, 

приводящие 
к повышению 
уровня ответа 

иммуноглобулина G 
(IgG)2c и антител CTL

[105]

TPV/Δ2L/Δ66R/fliC; 
Танапокс (Tanapox), 
экспрессирующий 

флагеллин 
из Salmonella 

enterica/делеция 
генов 2L и 66R

нейтрофилы
колоректальный 

рак
[108]

SurT24A; 
экспрессирующий 

сурвивин 
и флагеллин (FliC)

цитотоксические 
Т-клетки

рак желудка 
cинергетическое 

привлечение Т-клеток, 
регрессия опухолей

[109]

Блокада 
иммунного 
чекпойнта

ΔTK-Armed-VACV; 
экспрессирующий 

человеческие 
антитела 

против PD1

цитотоксические 
Т-клетки

рак 
молочной железы/
карцинома легких

повышенный 
уровень IFN-γ

[113]

BT-00; 
экспрессия антител 

против CTLA4
T-клетки

карцинома 
толстой кишки

оптимизированная 
активность 

по удалению 
Treg/мыши на 100% 

свободные от опухолей

[114]

VV-α-TIGIT; 
экспрессирует 

антитела против 
иммуноглобулинов 

Т-клеток 
и домена ITIM

CD8+ T-клетки
гепатоцеллюляр-
ная карцинома

70% полной регрессии 
опухоли/ опухоль-

специфичная 
иммунологическая 

память

[116]

Медиаторы 
некроптоза/

апоптоза

WR/TK-/MLKL; 
делеция TK 

и экспрессия 
мышиных MLKL

CD8+ T-клетки меланома

надёжный иммунитет, 
направленный против 
неоэпитопов/гибели 

иммуногенных клеток

[119]

VVdGF-ApoS24/2; 
делеция VGF 
и экспрессия 

апоптина

CD8+ T-клетки
эпидермоидная 

карцинома
оказывает влияние 

на путь апоптоза
[120, 121]
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врождённые ингибирующие рецепторы, вызы-
вая негативную регуляцию на разных уров-
нях иммунного ответа  [115]. Zuo et  al. скон-
струировали рекомбинантный онколитический 
штамм VV, кодирующий полное моноклональ-
ное антитело к TIGIT (VV-α-TIGIT). Изучение 
противоопухолевой эффективности этого ви-
руса in vivo показало полную регрессию экспе-
риментальной гепатоцеллюлярной карцино-
мы в 70%. Авторы показали, что VV-α-TIGIT 
способствовал привлечению активированных 
CD8+ T-клеток в TME. Более того, у излечен-
ных животных не возникали опухоли при по-
вторном прививании опухолевых клеток, что 
свидетельствовало о наличии у них долговре-
менной опухолеспецифической иммунологи-
ческой памяти [116].

Медиаторы некроптоза и апоптоза. Соглас-
но современным взглядам на механизмы лече-
ния рака, гибель опухолевых клеток вследствие 
действия иммунной системы  – например, не-
кроптоз, сочетающий черты некроза и апоп-
тоза  – является ключевым этапом противо-
опухолевого ответа  [117]. Запуск некроптоза 
регулируется через фосфорилирование белка 
MLKL (mixed lineage kinase domain-like) после 
его прикрепления к плазматической мембране. 
Недавно было показано, что доставка мРНК, 
кодирующей MLKL, внутрь опухоли способ-
ствует формированию устойчивого противо-
опухолевого иммунитета в экспериментах на 
мышиных моделях  [118]. Заражение опухо-
левых клеток VV, экспрессирующим MLKL, 
приводило к гибели клеток in  vitro в резуль-
тате некроптоза. Впоследствии введение этого 
штамма в опухоль приводило к активации ин-
тенсивного противоопухолевого Т-клеточного 
ответа на опухолевые неоантигены и способ-
ствовало гибели инфицированных иммуно-
генных раковых клеток in  situ после заметного 
улучшения противоопухолевой активности в 
моделях меланомы у мышей [119].

Апоптин представляет собой богатый остат-
ками пролина неструктурный белок, выделен-
ный из вируса куриной анемии. Этот белок 
может индуцировать апоптоз в раковых клет-
ках и является новым противоопухолевым сред-
ством. Kochneva et al. сконструировали реком-
бинантный VV, имеющий делецию гена VGF 
и экспрессирующий апоптин, вызывающий 
апоптоз преимущественно в опухолевых клет-
ках. Исследования in vitro показали значитель-
ный цитолитический эффект этого штамма 
на различных культурах опухолевых клеток 
человека, включая A549, A431, U87MG, RD 
и MCF7  [120]. Описанный вирусный штамм 
вызывал резкую регрессию опухоли у мышей 

с ксенотрансплантированной эпидермоидной 
карциномой A431 человека. Авторы также по-
казали локализации этого рекомбинантного 
вируса в цитоплазме инфицированных клеток 
и его влияние на путь апоптоза [121].

Дальнейшие модификации для повышения 
иммуногенности. Продукты некоторых вирус-
ных генов, в том числе A49, A52, B15, K1 и K7, 
ингибируют NF-κB-зависимые сигнальные пути 
различными способами. Di Pilato et  al. изучи-
ли влияние генов A52, B15 и K7, действующих 
как ингибиторы NF-κB, на иммунную систему 
мышей. Делеция этих генов приводит к запу-
ску NF-κB при инфицировании клеток и про-
дукции провоспалительных цитокинов или 
хемокинов, которые рекрутируют нейтрофи-
лы (Nα и Nβ), DC и NK-клетки  [122]. В дру-
гом исследовании было показано, что делеция 
A44, A46 и C12 из генома MVA усиливает его 
иммуногенность с участием клеток врождён-
ного иммунитета и запускает специфический 
Т-клеточный ответ [123]. Данные векторы ещё 
не были протестированы на моделях опухолей, 
но они могут быть потенциальными канди-
датами для использования в онколитической 
виротерапии.

Другой стратегией повышения иммуноген-
ности вирусной терапии является использова-
ние метода гетерологичного прайм-бустинга 
путём применения двух несовпадающих покс-
вирусов. Например, использование комбина-
ции векторов MVA и оспы птиц, экспресси-
рующих два человеческих антигена, MUC1 и 
CEA, наряду с TRICOM, привело к развитию 
специфического иммунного ответа против опу-
холевых антигенов [124].

Ещё одним интересным подходом явля-
ется использование оболочечных онколити-
ческих вирусов, включая EEV-форму VV, для 
расширения ответа на опухолевые антигены 
путём физического прикрепления опухоле-
специфических пептидов, таких как эпитопы 
MHC класса  I или II, к вирусной оболочке. 
Например, эти покрытые пептидом оболочки 
VV вызывали сильный Т-клеточный специфи-
ческий иммунный ответ на опухолевые анти-
гены в моделях меланомы [125].

СОЧЕТАНИЕ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ VV С ДРУГИМИ 
ИММУНОТЕРАПЕВТИЧЕСКИМИ 

ПОДХОДАМИ

Ген-направленная терапия с использовани-
ем пролекарств и ферментов. Ещё одним под-
ходом к усилению онколитического действия 
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VV является терапия опухолей с использова-
нием пролекарства и ген-специфичного фер-
мента (GDEPT, gene-directed enzyme prodrug 
therapy). В этом случае нетоксичное проле-
карство превращается в токсичное лекарство 
уже внутри TME, убивая опухолевые клетки, 
продуцирующие фермент. Кроме того, диф-
фузия лекарства приводит к гибели клеток, 
локализованных рядом с клетками, продуци-
рующими ферменты, даже если они сами не 
экспрессируют белок, превращающий проле-
карство в лекарство. Ключевым ферментом в 
VV-опосредованном методе GDEPT является 
цитозиндезаминаза в сочетании с 5-фтор-
цитозином, которого нет в клетках млеко-
питающих  [126]. Как уже упоминалось выше, 
это пролекарство под действием цитозинде-
заминазы и урацилфосфорибозилтрансферазы 
превращается в токсичный для клеток про-
дукт 5-фторурацилмонофосфат  [47]. Такая 
система в рекомбинантных штаммах VV про-
демонстрировала лучшие терапевтические ре-
зультаты, чем монотерапия онколитическими 
вирусами. Chalikonda et  al. разработали ре-
комбинантный VV, который экспрессирует 
ген FCY1, кодирующий цитозиндезаминазу 
из дрожжей Saccharomyces cerevisiae, с двой-
ной делецией генов TK и VGF. Этот реком-
бинантный VV избирательно инфицировал 
опухоли яичников и вызывал их регрессию. 
Кроме того, сочетание этого VV с пролекар-
ством 5-фторцитозином привело к долго-
срочной выживаемости иммунокомпетентных 
мышей, несущих опухоли. На этом основании 
можно предположить, что комбинированная 
терапия с онколитическими вирусами явля-
ется многообещающим средством для лечения 
рака яичников  [126]. Аналогичные результаты 
были получены в другом исследовании по ле-
чению PDAC с использованием MAPK-зави-
симого VV, экспрессирующего суицидальный 
ген цитозиндезаминазы дрожжей и ген ура-
цилфосфорибозилтрансферазы [48].

Другим пролекарством, используемым 
в этой области, является Seco-аналог, полу-
ченный из антибиотика дуокармицина SA. 
β-Галактозидаза переводит это пролекарство в 
токсичную форму. Лечение рекомбинантным 
VV, экспрессирующим β-галактозидазу, в соче-
тании с Seco-аналогом оказало положительное 
влияние на животных моделях рака молочной 
железы [127].

Сочетание с лекарствами. Для повышения 
эффективности виротерапии могут исполь-
зоваться фармацевтические препараты, спо-
собные влиять на регуляцию врождённой или 
адаптивной иммунной системы. Например, 

сочетание с ингибиторами гистондеацетилазы 
(HDI, histone deacetylase inhibitors) способству-
ет репликации вируса и повышает эффектив-
ность терапии  [128]. Дальнейшие исследова-
ния показали, что HDI усиливает репликацию 
вируса и распространение онколитического VV 
внутри опухоли за счёт снижения клеточного 
IFN-ответа и усиления вирус-индуцирован-
ного апоптоза [129].

Francis et  al. показали, что лечение онко-
литическими VV совместно с коктейлем, со-
стоящим из IFN-α, поли I:  C и ингибитора 
COX-2, повышает экспрессию Th1-привлекаю-
щих хемокинов, снижает уровень Treg-при-
влекающих хемокинов (CCL22 и CXCL12) и 
увеличивает количество опухоль-инфильтри-
рующих NK-клеток и CD8+ T-клеток в пре-
делах TME. Эта комбинация привела к долго-
срочному выживанию мышей с карциномой 
толстой кишки MC38 [130].

В другом исследовании комбинация пер-
орального низкомолекулярного многоцеле-
вого ингибитора рецепторной тирозинкиназы 
(сунитиниба) с mpJX-594 VV показала, что ви-
рус нацеливается на кровеносные сосуды опу-
холи, распространяясь в опухолевых клетках 
и вызывая их гибель, опосредованную CD8+ 
T-клетками, активированными под влиянием 
иммуномодулирующего действия сунитини-
ба [131]. Эти исследования демонстрируют, что 
фармацевтические препараты в сочетании с 
онколитическим вирусом могут регулировать 
врождённый и адаптивный противоопухоле-
вый иммунный ответ в TME для достижения 
устойчивого терапевтического эффекта.

Сочетание VV с химио- и радиотерапией. 
Различные варианты использования онколи-
тических вирусов в сочетании с химиотерапи-
ей за счёт их взаимодополняющего действия 
стали новой платформой для повышения про-
тивоопухолевой эффективности  [132]. Кли-
нические испытания фазы  I внутривенной 
инъекции штамма GL-ONC1 VV на пациентах 
с распространённым раком головы/шеи, про-
ходящих химиотерапию (с использованием 
цисплатина) и лучевую терапию, подтвердили 
безопасность и эффективность этого лечения. 
Это дало возможность проводить испытания 
фазы  II  [133]. Исследования фазы  II комби-
нированного лечения штаммом VV TG4010 
с химиотерапией у пациентов с немелкокле-
точным раком лёгких на стадии III/IV пока-
зало значительную регрессию опухоли и уве-
личение показателей выживаемости  [134]. 
По-видимому, эффективность химиотерапии 
повышается в присутствии иммунотерапии 
VV за счёт усиления опухолевых антиген-
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специфичных CD8+ Т-клеток, праймируемых 
введением VV  [135]. Кроме того, применение 
метода высокодозной стереотаксической луче-
вой терапии в режиме гипофракционирова-
ния (SBRT, hypofractionated stereotactic body 
radiotherapy) вместе с VV усиливало противо-
опухолевый эффект in vivo и повышало проти-
воопухолевое действие Т-клеток [136].

Сочетание VV с другими иммунотерапевти-
ческими подходами. Чтобы усилить иммуно-
стимулирующие эффекты VV, многие иссле-
дователи комбинируют вирусы с агонистами 
иммунных костимулирующих молекул или 
антагонистами иммунных коингибирующих 
молекул (например, ингибиторами иммунных 
контрольных точек) или другими методами 
иммунотерапии. Одной из стратегий коррек-
ции иммунотерапии является использование 
режима немиелоаблативной лимфодеплеции 
организма-хозяина перед клеточной терапией 
рака, такой как терапия CAR-T или адоптив-
ная Т-клеточная терапия. Обычно эта про-
цедура включает короткий курс химиотерапии 
для уничтожения Т-клеток [137]. Kim et al. ис-
пользовали лимфодеплецию организма-хозяи-
на в качестве дополнения к иммунотерапии с 
использованием VV. Они сконструировали VV, 
экспрессирующий белок суперсемейства TNF, 
названный 4-1BBL (rV-4-1BBL), в качестве 
костимулирующей молекулы, и оценили его 
онколитическую активность в сочетании с ме-
тодом лимфодеплеции на моделях меланомы. 
Поскольку лимфодеплеция блокирует ответ 
антител против вируса, выживаемость вируса 
в TME увеличивается, что приводит к значи-
тельному повышению его противоопухолевой 
активности [138].

Как обсуждалось ранее, блокада иммун-
ных контрольных точек играет важную роль в 
иммунотерапии. Например, ипилимумаб, гума-
низированное моноклональное антитело, спе-
цифичное к CTLA-4, является первым одоб-
ренным FDA (Управлением по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и 
медикаментов) препаратом из нового класса 
иммунотерапии рака. Ипилимумаб увеличи-
вает среднюю общую выживаемость пациен-
тов с метастатической меланомой и вызывает 
стойкую регрессию опухоли [139]. Кроме того, 
ниволумаб является первым человеческим мо-
ноклональным антителом IgG4 против PD-1. 
Клинические испытания ниволумаба у паци-
ентов с прогрессирующей неоперабельной 
метастатической меланомой продемонстриро-
вали удовлетворительные результаты с мень-
шим количеством токсических побочных эф-
фектов по сравнению с химиотерапией  [140]. 

Кроме того, сочетание рекомбинантных VV 
с этими ингибирующими препаратами даёт 
оптимальный иммунный ответ против опу-
холей. Например, введение ранее упомяну-
того vvDD-IL-2-RG с антителами, блокирую-
щими иммунную контрольную точку PD-1/
PD-L1, приводило к регрессии запущенных 
опухолей у большинства мышей  [55]. А вве-
дение TG4010, хорошо изученного варианта 
MVA, экспрессирующего человеческий MUC1 
и IL-2, в сочетании с лигандом TLR9  [141] и 
блокадой PD-1 специфическим антагонистом 
обеспечивало оптимальные терапевтические 
результаты в клинических и доклинических 
исследованиях [142].

Foy et al. исследовали влияние комбинации 
блокады CTLA-4 с рекомбинантным модифи-
цированным MVA, снабжённым внеклеточным 
доменом рецептора  2 эпидермального фактора 
роста человека (MVA-BN-HER2). Противо-
опухолевую эффективность MVA-BN-HER2 
отдельно или в сочетании с блокадой CTLA-4 
оценивали на моделях мышей с метастазами 
в лёгкие. MVA-BN-HER2 значительно повы-
шал общую выживаемость мышей по сравне-
нию с контролем (без лечения) или только с 
блокадой CTLA-4, что сопровождалось зна-
чительной инфильтрацией опухоли CTLs и 
коэкспрессией TNF-α и IFN-γ. Кроме того, 
комбинация с блокадой CTLA-4 значительно 
усиливала HER2-специфичные Т-клеточные 
ответы с высокой долей коэкспрессии TNF-α 
и IL-2 с IFN-γ. При этом индуцируемый бе-
лок-костимулятор Т-клеток (ICOS) экспрес-
сировался на эффекторных Т-клетках CD4+ и 
CD8+, но не на регуляторных Т-клетках (Treg). 
Напротив, контрольные мыши, не получав-
шие лечения или получавшие только блокаду 
CTLA-4, имели повышенный уровень ICOS+ 
Treg – фенотип, связанный с высокой супрес-
сией TME [143, 144].

ВЫВОДЫ

VV, являющийся первым онколитическим 
вирусом, широко изученным в клинических 
испытаниях, демонстрирует многообещающие 
терапевтические результаты. За последнее де-
сятилетие с помощью различных биоинженер-
ных подходов получено большое количество 
его рекомбинантных штаммов с улучшенной 
онколитической активностью. Модификации 
VV включают экспрессию проапоптотических 
молекул, усиливающих прямое цитопати-
ческое действие вируса на опухоль, факто-
ров, усиливающих онкоселективность, или 
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иммуномодулирующих белков, усиливающих 
противоопухолевый иммунный ответ. Весьма 
перспективно комбинирование онколити-
ческой виротерапии с другими иммунотера-
певтическими подходами, обеспечивающими 
снижение гуморального ответа на вирусные 
антигены и индукцию противоопухолевых ци-
тотоксических лимфоцитов.
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Cancer virotherapy is an alternative therapeutic approach based on the viruses that selectively infect and kill 
tumor cells. Vaccinia virus (VV) is a member of the Poxviridae family of enveloped viruses with a large linear 
double-stranded DNA genome. The proven safety of VV strains as well as considerable transgene capacity of 
the viral genome, make VV an excellent platform for creating recombinant oncolytic viruses for cancer ther-
apy. Furthermore, various genetic modifications can increase tumor selectivity and therapeutic efficacy of 
VV by arming it with the immune-modulatory genes or proapoptotic molecules, boosting the host immune 
system, and increasing cross-priming recognition of the tumor cells by T-cells or NK cells. In this review, we 
summarized the data on bioengineering approaches to develop recombinant VV strains for enhanced cancer 
immunotherapy.

Keywords: oncolytic virus, recombinant virus, immunosuppression, immunomodulation, cytokine, vaccinia virus
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Открытие бактерии Thiomargarita magnifica  – исключительно крупного представителя гигантских 
серных бактерий – заставляет обратить дополнительное внимание на гигантских серных бактерий 
и пересмотреть наши недавние результаты биоинформатического исследования, в котором липок-
сигеназы были обнаружены у представителей рода Beggiatoa. Эти близкие родственники бакте-
рии T.  magnifica отвечают на сходные требования к размеру путём образования многоклеточных 
структур. Мы предполагаем, что их липоксигеназы – часть системы оксилипиновой сигнализации, 
обеспечивающей высокий уровень сложности межклеточной коммуникации, который позволяет 
им достигать больших размеров.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Beggiatoa, многоклеточность, липоксигеназа, Thiomargarita magnifica.

DOI: 10.31857/S0320972523060118, EDN: EFSPAI

Принятые сокращения: ЛОГ – липоксигеназы.

ВВЕДЕНИЕ

Оксилипины – это окисленные производ-
ные полиненасыщенных жирных кислот. Они 
участвуют в различных процессах межклеточ-
ной сигнализации у многоклеточных эукариот 
и действуют как:

• медиаторы стресса и повреждения у жи-
вотных, растений и различных групп водо-
рослей;

• феромон-подобные вещества у грибов, бу-
рых и диатомовых водорослей;

• сигналы, связанные с процессами разви-
тия, у грибов и (частично) у растений.
Во всех вышеперечисленных группах в био-

синтезе оксилипинов участвуют липоксигена-
зы (ЛОГ). Ферменты этой группы высоко кон-
сервативны и также присутствуют у некоторых 
групп бактерий, таких как цианобактерии и 
миксобактерии  [1]. Имеющиеся эксперимен-
тальные данные свидетельствуют о том, что 
бактериальные  ЛОГ функциональны и син-
тезируют оксилипины из полиненасыщенных 
жирных кислот  [2–5]. Однако функции этих 
оксилипинов остаются неясными, за исключе-

нием оксилипинов Pseudomonas aerugi nosa – про-
дуктов ЛОГ, которые могут участвовать в подав-
лении защитных реакций организма хозяина [6].

ЛИПОКСИГЕНАЗА 
ГИГАНТСКОЙ СЕРНОЙ БАКТЕРИИ

В статье, недавно опубликованной в жур-
нале Biochemistry (Moscow) [1], мы представили 
результаты своего биоинформатического ис-
следования, демонстрирующего эволюционные 
ассоциации липоксигеназ с многоклеточно-
стью (даже в примитивных формах) и взаимо -
отношениями «микроорганизм–хозяин» (рис. 1). 
В настоящей статье дополнительно обсуждаем 
первую ассоциацию  – связь липоксигеназ и 
многоклеточности.

В домене бактерий липоксигеназы и мно-
гоклеточность встречались вместе у циано-
бактерий и миксобактерий. Эти два таксона – 
самые известные примеры бактериальной 
многоклеточности, и именно они сформиро-
вали статистическую картину большей рас-
пространённости липоксигеназ в многокле-
точных таксонах, поэтому они были включены 
в дальнейшее обсуждение.

10*
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Рис. 1. Филогенетическая сеть бактериальных и эукариотических липоксигеназ (из нашей предыдущей статьи  [1]) 
с  отображением экофизиологии соответствующих бактерий. Большинство кластеров липоксигеназ ассоциированы 
с многоклеточными организмами, и только небольшой сектор представлен липоксигеназами патогенных (красные 
стрелки) и симбиотических (зелёная стрелка) бактерий. Это позволяет предположить, что липоксигеназы необходимы 
бактериям либо для того, чтобы самим быть многоклеточными, либо для взаимодействия с многоклеточным хозяином. 
Источник изображения: статья Kurakin et al., 2020 [1] (с изменениями)

Однако в нашем предыдущем исследовании 
ЛОГ были обнаружены ещё в одном бактери-
альном таксоне. Это род Beggiatoa, принадлежа-
щий к группе, называемой «большими серными 
бактериями» или «гигантскими серными бак-
териями» [7, 8]. Это название отражает их био-
химические особенности: они являются хемо-
литоавтотрофами и получают энергию за счёт 
окисления сульфида  (S2–) до сульфата  (SO4

2–) с 
использованием кислорода или нитрата в каче-
стве окислителя. Название также отражает их 
необычно большой размер: Beggiatoa spp. обра-
зуют филаменты длиной от нескольких  мкм 
до 10 см, а диаметр их клеток варьируется при-
близительно от  1 до  200  мкм. Длина филамен-
тов Thioploca  spp. составляет 2–5  см при диа-
метре 2,5–80 мкм [9].

Представители этих двух родов (так же, 
как и других родов гигантских серных бакте-
рий) многоклеточные. Их длинные филаменты 
состоят из нескольких сотен клеток [7], что де-
лает их похожими на нитчатых цианобактерий. 

Несмотря на это, мы проигнорировали их в 
ходе нашего предыдущего анализа [1], так как 
обнаружили ЛОГ только у представителей рода 
Beggiatoa, которые не внесли существенного 
вклада в статистику распространённости ЛОГ 
на уровне порядков и в общую картину ста-
тистической ассоциации между ЛОГ и много-
клеточностью. Однако стоит отметить, что 
присутствие ЛОГ у Beggiatoa было также под-
тверждено биоинформатическим исследова-
нием Chrisnasari et al. [10].

Недавнее открытие заставляет посмотреть 
на этот род с другой точки зрения. В  июне 
2022  г. в журнале Science была описана новая 
гигантская серная бактерия [11]. Эта бактерия, 
названная Thiomargarita magnifica, может дости-
гать до сантиметра в длину и быть видима не-
вооружённым глазом. Это абсолютный рекорд 
размера в бактериальном мире, который даже 
был представлен в спецвыпуске «2022  Break-
through of the Year» («Прорывы 2022 года») [12]. 
Тот факт, что род Thiomargarita – один из самых 
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близких родственников рода Beggiatoa  [7], на-
водит на мысль, что среди видов Beggiatoa сле-
дует искать любые маркеры повышенной слож-
ности организации, включая липоксигеназы. 
Это особенно важно, так как до открытия рода 
Thiomargarita бактерии Beggiatoa  spp. были ре-
кордсменами в плане размера: их клетки могут 
достигать >100 мкм [8]. Так как один филамент 
содержит сотни клеток, он может достигать до 
нескольких сантиметров в длину  [7]. Таким 
образом, род Beggiatoa также заставляет пере-
смотреть наши представления об ограничениях 
размера прокариот [8].

Эти ограничения обусловлены биоэнерге-
тическими причинами: ATP-синтазы, выраба-
тывающие энергию для клеток, могут быть рас-
положены только на мембранах, а у большин-
ства бактерий единственной мембраной явля-
ется цитоплазматическая мембрана. Поэтому 
максимальный размер клетки ограничен наи-
меньшим отношением площади поверхности к 
объёму, при котором клетка ещё может полу-
чать достаточные количества ATP.

С другой стороны, гигантские серные бак-
терии обитают на границах раздела сульфида и 
кислорода (или сульфида и нитрата) и должны 
иметь достаточную длину, чтобы перекры-
вать собой пул сульфида и пул окислителя и 
использовать их вместе в своём метаболизме. 
Более того, они должны иметь достаточный 
объём клетки. Большинство гигантских сер-
ных бактерий достигает этого путём развития 
многоклеточных форм, что позволяет им об-
разовывать большие организмы, не превышая 
предельного размера клетки. T. magnifica – ин-
тересное исключение, обходящее эти ограни-
чения за счёт увеличения сложности клетки: 
сложной сети внутренних мембран и напо-
минающих ядра органелл, называемых пепи-
нами  (pepins), где расположены ATP-синта-
зы  [11]. Это позволяет увеличить суммарную 
поверхность мембран для синтеза  ATP без 
формирования многоклеточного организма.

Другой представитель рода Thiomargarita – 
Thiomargarita namibiensis – также обходится без 
многоклеточности, вместо этого используя 
свою способность к хранению больших коли-
честв нитрата. Он накапливает нитрат во вре-
мя пассивной ресуспензии из донного осадка, 
чтобы дальше использовать его в биохимичес-
ких процессах во время нахождения в осадке, 
богатом сульфидом. Эта стратегия получила 
образное название «стратегия выжидания» [13] 
или «задержка бактерией дыхания» [14].

Роды Beggiatoa, Thioploca и Thiomargarita 
близко родственны друг другу в пределах се-
мейства Beggiatoaceae, но при этом они ис-

пользуют разные способы приспособления к 
условиям границы раздела сред, содержащих 
окислитель и восстановитель. В  то время как 
T.  magnifica обходится без многоклеточности, 
Thioploca и Beggiatoa образуют многоклеточ-
ные филаменты. Однако представители рода 
Thioploca также известны своей более сложной 
поведенческой адаптацией: они могут активно 
двигаться между слоем нитрата и богатыми 
сульфидом осадками, накапливая нитрат для 
дальнейшего использования в богатой суль-
фидом среде  [9, 15]. Beggiatoa  spp., наоборот, 
зависят от одновременной доступности окис-
лителя  (кислорода) и сульфида  [9, 15]. Таким 
образом, многоклеточность является для пред-
ставителей рода Beggiatoa почти единственной 
стратегией, позволяющей пространственно 
связывать оба необходимых им субстрата.

Мы предполагаем, что для этого может быть 
необходим более высокий уровень межклеточ-
ной коммуникации и интеграции. В свою оче-
редь, согласно нашей гипотезе, это может быть 
причиной присутствия липоксигеназ у Beggiatoa 

Рис. 2. Beggiatoa, Thioploca и Thiomargarita magnifica  – 
близкие родственники, формирующие исключительно 
длинные структуры для использования двух простран-
ственно разделённых пулов сульфида  (S2–, жёлтый) и 
кислорода либо нитрата  (O2/NO3

–, голубой). Это создаёт 
давление отбора, направленное на увеличение длины 
(обозначено стрелками). Но они используют разные 
стратегии для преодоления ограничений на размер. 
T.  magnifica увеличивает общую поверхность вырабаты-
вающих  ATP мембран путём усложнения единственной 
клетки, в то время как Thioploca и Beggiatoa  – много-
клеточные. Однако в случае Thioploca давление отбора 
частично ослабляется за счёт способности этих бакте-
рий к скользящему движению вверх-вниз относительно 
слизистого чехла. В  отличие от них, Beggiatia зависит от 
контакта с двумя соединениями одновременно и поэто-
му отвечает на давление отбора в той же степени, как и 
T.  magnifica. Мы предполагаем, что это эволюционное 
требование удовлетворяется за счёт увеличения сложно-
сти межклеточной сигнализации, и ЛОГ представителей 
рода Beggiatoa играют фактически ту же роль, что пепины 
и внутренние мембраны T. magnifica



КУРАКИН1038

БИОХИМИЯ том 88 вып. 6 2023

и их отсутствия у Thioploca. Данные липокси-
геназы могут быть сигнатурой оксилипиновой 
сигнализации у представителей рода Beggiatoa, 
развившейся в ответ на эволюционное требо-
вание большей сложности.

Предложенная гипотеза хорошо согласу-
ется с нашим общим предположением о связи 
липоксигеназ, оксилипиновой сигнализации 
и многоклеточности. В  настоящее время эта 
связь установлена или предполагается для 
животных, растений, грибов, оомицет, дик-
тиостелиевых слизевиков, плазмодиофорид, 
цианобактерий и миксобактерий. Сейчас мы 
можем добавить в этот список Beggiatoa  spp. 
Валидация этой связи потребует эксперимен-
тальных исследований оксилипиновой сигна-

лизации в вышеперечисленных бактериаль-
ных таксонах.
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LIPOXYGENASE IN A GIANT SULFUR BACTERIUM: 
AN EVOLUTIONARY SOLUTION FOR SIZE AND COMPLEXITY?

G. Kurakin

Pirogov Russian National Research Medical University, 
117997 Moscow, Russia; e-mail: georgykurakin@gmail.com

Discovery of Thiomargarita magnifica – an exceptionally large giant sulfur bacterium – urges us to pay ad-
ditional attention to the giant sulfur bacteria and to revisit our recent bioinformatic finding of lipoxygenases 
in the representatives of the genus Beggiatoa. These close relatives of Thiomargarita magnifica meet the sim-
ilar size requirements by forming multicellular structures. We hypothesize that their lipoxygenases are a part 
of the oxylipin signaling system that provides high level of cell-to-cell signaling complexity which, in turn, 
enables them to reach large sizes.

Keywords: Beggiatoa, multicellularity, lipoxygenase, Thiomargarita magnifica
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